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INTRODUCCION
1.1.- La matriz extracelular: composición y función en adhesión celular
La matriz extracelular (MEC) es un entramado de macromoléculas que junto al
componente celular constituye los tejidos. La MEC está formada por una serie de
polisacáridos y proteínas secretadas localmente. La gran diversidad de formas que puede
presentar la MEC, cada una totalmente adaptada al requerimiento funcional de cada tejido
en particular, viene dada por variaciones en las cantidades relativas y la forma de
organización de sus componentes. Actualmente, se considera que la MEC no sólo actúa
como soporte de la estructura física de los tejidos sino que tiene un papel dinámico en la
regulación del comportamiento de las células que interaccionan con ella, influyendo en su
desarrollo, migración y proliferación.
La MEC está formada por tres tipos principales de macromoléculas:
- Proteoglicanos (PG): son un grupo heterogéneo de macromoléculas con una
proteína central a la que se asocian cadenas de polisacáridos no ramificados formados por
repeticiones de unidades de disacáridos denominados glicosaminoglicanos (GAG). Los
GAG se reúnen en cuatro grupos en base a sus características comunes, esto es, ácido
hialurónico, condroitin sulfato y dermatán sulfato, heparán sulfato y heparina , y queratán
sulfato. Los proteoglicanos contienen un 90% de carbohidratos y se clasifican en PG de
superficie celular, de gránulos intracelulares y de MEC.
- Colágenos: son una familia de proteínas fibrilares secretadas fundamentalmente
por células del tejido conjuntivo. Las moléculas de colágeno se caracterizan por presentar
una estructura rígida de triple hélice formada por tres cadenas a. Se han descrito hasta 13
tipos de colágenos diferentes (tipos I-XIII).
En algunos tejidos existe un componente adicional de MEC que es la elastina.
Las moléculas de elastina (proteínas no glicosiladas) son secretadas a la MEC como
filamentos interconectados entre ellos que dan lugar a una matriz que es capaz de
contraerse y relajarse dependiendo de las necesidades del tejido.
- Glicoproteinas: son un grupo de moléculas con función adhesiva, entre las
que destacan la laminina y la fibronectina por ser mayoritarias. La laminina (LN) está
formada por tres subunidades diferentes, una de 400 kDa (A) y dos de 200 kDa (Rl y
B2), y forma parte de la membrana basal (Chung et al. 1979). La fibronectina (En) es
uno de los principales componentes de MEC capaz de mediar adhesión celular y se le
dedica un capitulo aparte por ser tema central de esta tesis. Además existen otras
glicoproteinas en la MEC y en el plasma capaces de interaccionar con células, como por
ejemplo la vitronectina (VN), la trombospondina (TSP) y la tenascina (Hayman et al.
1985; Lawler, 1986)
Introducción 2
En definitiva, en la MEC, las moléculas de proteoglicanos formarían una especie
de gel en el que se sumergirían las glicoproteinas. Este entramado molecular permitiría la
difusión de nutrientes, metabolitos y hormonas entre la sangre y las células de los tejidos.
Las fibras de colágeno darían rigidez y ayudarían a organizar la matriz extracelular,
mientras que moléculas como la fibronectina y la laminina mediarían adhesión celular.
Por otra parte, los componentes de la MEC, a través de las interacciones celulares,
juegan un importante papel en morfogénesis, reparación y regeneración de tejidos y
metástasis. Durante estos procesos, las células alteran constantemente su morfología y su
capacidad adhesiva a los componentes de MEC. La regulación específica de un tipo
celular, de la expresión de los muchos componentes de MEC, así como de sus receptores
de membrana, proporcionan un poderoso mecanismo para el apropiado control del
comportamiento celular durante estos procesos. Además de establecer una serie de
contactos determinados con la MEC, las células podrían modificar estos contactos de una
forma estrechamente regulada; la regulación de las cantidades de ligandos y receptores
presentes, la alteración de la afinidad receptor-ligando y la proteolisis de ligandos o
receptores podrían estar implicadas en los procesos de migración, invasión y reparación
de tejidos. Además de en estos procesos, las interacciones célula-MEC tienen un papel
fundamental en las funciones del sistema inmune; son especialmente importantes para la
migración, localización en tejidos y función general de los leucocitos (Springer, 1990).
1.2.- Estructura y función de la fibronectina
Uno de los principales componentes de matriz extracelular que funciona como mediador
de adhesión celular es la glicoproteina Fn. La Fn no sólo está presente en la MEC, sino
también en la superficie de gran variedad de células, en el plasma (300 gg ¡mí) y en otros
fluidos biológicos. Existen distintas formas de Fn, al menos se han descrito 20 variantes
en humanos; todas ellas son dímeros o polimeros de dos cadenas polipeptídicas -A y B-
unidas por dos puentes disulfuro y contienen alrededor de un 5% de carbohidratos.
La Fn se compone de dominios estructurales alineados a lo largo de la molécula
que contienen los sitios de unión a las diferentes macromoléculas que interaccionan con
ella, así como los sitios de interacción con células (Fig.1). En general existen varios sitios
de unión para un mismo ligando, que están situados en diferentes dominios de Fn. El
dominio amino-terminal contiene sitios de unión a fibrina (Fib 1), a heparina (Hep 1), así
como a otras proteínas (Staph A, actina, factor XllIa). Esta región es además responsable
de la polimerización de moléculas de Fn que tiene lugar en la matriz extracelular. El
siguiente dominio contiene el sitio de unión a colágeno/gelatina y al componente del
complemento Clq. La región central que viene a continuación contiene un sitio un sitio de
unión a heparina de baja afinidad (Hep III) así como el sitio de interacción con células
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tipificado por la secuencia ROD (arginina-glicina-aspártico). La región carboxilo-terminal
contiene sitios de unión a heparina de alta afinidad (Hep II), de interacción con células
(Hep II y IIICS, ver a continuación), así como de unión a fibrina (Fib II) y al componente
P del amiloide. Adyacente al dominio Fib II y en el extremo C.Éerminal está la región
implicada en la formación de los dos puentes disulfuro que unen las cadenas A y 13 de Fn
(Fig.1).
Ab ¡
Hep ¡ Hop ¡IIIONA Células Hep II Fib II
Fig.1.- Dominios estructurales de la molécula de Fn. Adaptado de
Hynes, 1990.
Las regiones peptídicas situadas entre los dominios globulares de Fn son muy
sensibles a la degradación proteolitica. Esto ha permitido obtener fragmentos de Fn que
contienen uno o varios dominios practicamente intactos y que conservan su
funcionalidad. Así la digestión parcial de Fn plasmática con tripsina permite obtener
fragmentos de 38, 58 y 80 kDa, entre otros, que se han utilizado alo largo de esta tesis.
El análisis de la secuencia de la En muestra la existencia de regiones repetidas, que
son de tres tipos de homología diferentes: 1, II, III (Fig.2). Los dominios de unión a
fibrina (Fib 1 y Fib II) están formados por repeticiones de secuencias homólogas de 45 aa
(tipo 1) que se dispone formando un par de lazos unidos por puentes disulfuro. La
secuencia de homología tipo 1 se repite 12 veces a lo largo de la molécula de Fn; 5 veces
en el dominio N-terminal (Fib 1), 3 en el dominio C-terminal (Fib II) y 4 en el dominio de
unión a gelatina (Fig.2). Este último contiene también repeticiones tipo II. La homología
tipo II consiste en repeticiones de 60 aa y es por tanto diferente a la homología tipo 1,
aunque también contiene dos puentes disulfuro intracatenarios. Por último, el segmento
central de la molécula contiene repeticiones tipo III que carecen de puentes disulfuro y
poseen una longitud aproximada de 90 residuos.
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La secuencia de la Fn está altamente conservada entre especies -hay menos de un
10% de divergencia entre secuencias de diferentes mamíferos y la mayoría son cambios
conservativos-. El alto grado de conservación indica una fuerte presión selectiva sobre la
función de gran parte de la molécula de Fn. Es probable que cada tipo de homología se
corresponda con una función específica: la homología tipo 1 mediaría unión afibrina , la
II unión acolageno y la tipo III interaccionaría con células ylu otros ligandos.
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Fig. 2.- Esquema de la secuencia primaria de las diferentes formas
de Fn. La secuencia está formada por repeticiones de tres tipos (Hynes, 19%).
Todas la formas de En conocidas están codificadas por un sólo gen que en
humanos se sitúa en el cromosoma 2. Todas las unidades estructurales que se repiten en
la molécula de Fn están codificadasa nivel génico por unidades genómicas discretas (uno
o dos exones); cada secuencia de repetición está separada por un intrón. El análisis de la
estructura del gen de Fn permitió determinar que las distintas fornas de Fn se originan
por mecanismos de “splicing” alternativo. En la Figura 2 se puede ver una representación
esquemática de las distintas formas de Fn que aparecen por tales mecanismos. Las
regiones EIIIA (ED-A) y EIIIE (ED-B) pueden ser excluidas o no durante el
procesamiento del RNA; mientras que IIICS (type III connecting segment) puede ser
incluida total o parcialmente, o excluida totalmente. Las posibles combinaciones son
numerosas. El modelo de ‘splicing” está sujeto a una compleja regulación y es especifico
del tipo celular. La Fn plasmática es sintetizada fundamentalmente por hepatocitos y está
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compuesta de dos cadenas polipeptídicas A y B unidas por dos puentes disulfuro; ambas
cadenas carecen de los segmentos EIILA y EIIIB, y sólo la cadena A contiene la región
IIICS. Por el contrario, la En celular presenta EIIIA y/o EllE y el segmento IIICS en
ambas cadenas (A y B). La Fn celular puede formar, a partir de estos dímeros, agregados
o polímeros.
Parece razonable cuestionarse el por qué de la existencia de estas variantes de Fn.
En principio cabría pensar que la presencia o ausencia de estos segmentos confiere
propiedades funcionales especificas a las distintas isoformas de Fn; por ejemplo, la región
IIICS tiene capacidad de mediar adhesión (ver a continuación) y está presente en la Fn
plasmática, pero sólo en la cadena A, mientras que en la En celular aparece en ambas
cadenas sugiriendo una funcionalidad diferencial; por el contrario, los segmentos ElIA y
EIIR sólo estan presentes en Fn celular, lo que sugiere también funciones especificas de
la En celular. Además de estas diferencias en secuencia, entre las distintas variantes de Fn
hay que sumar las diferencias que presumiblemente deben existir en los procesos de
glicosilación, fosforilación y sulfatación posteriores a la síntesis proteica.
La multiplicidad de sitios de unión y la existencia de varias formas de Fnconfieren
a esta proteína las siquientes funciones:
1.- Organización del citoesgueleto: Hay evidencias que correlacionan la
organización de microfilamentos con los niveles de Fn extracelular, parece que existe una
relación recíproca entre el grado de organización del citoesqueleto y el de las fibrillas de
Fn en la MEC. Asimismo, se ha demostrado la colocalización de filamentos de actina y
fibras de Fn indicando que existe un efecto transmembrana de la Fn exógena; otras
proteínas como vinculina, talma y «-actinina también se asocian con Fn, estas proteínas
se localizan en los contactos focales.
2.- MiÉración celular: Se ha demostrado que la Fn purificada, tanto plasmática
como celular, promueve la migración celular de fibroblastos, células musculares lisas,
células de la cresta neural, queratinocitos, células de Schwann, astrocitos, células de
melanoma, etc. En cambio, inhibe la migración de células del epitelio del hígado, y no
promueve migración de neutrófilos. La Fn se puede considerar entre las moléculas que
intervienen en fenómenos de haptotaxis, es decir, fenómenos que implican migración en
respuesta aun gradiente de adhesividad en el sustrato; la región responsable de este efecto
se localiza en la zona central de la molécula.
3.- Desarrollo y diferenciación: La Fn participa en fenómenos de migración,
adhesión y cambios de morfología celular, así como en fenómenos de morfogénesis, es
decir, de polarización, plegamiento y organización de hojas embrionarias. Además, los
procesos finales de la diferenciación celular pueden estar afectados por el tipo de matriz al
que se encuentran expuestas las células; por ejemplo, la Fnjuega un papel importante en
la diferenciación del linaje eritropoyético.
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4.- Transformación oncogénica: Existe correlación entre transformación,
tumorigenicidad y malignidad con la disminución de los niveles de Fn en superficie
celular. La pérdida de Fn tiene consecuencias en el cambio del fenotipo celular; algunas
células transformadas muestran una menor síntesis de Fn y, otras, mayores niveles de
enzimas proteolíticas, que podrían actuar sobre la Fn o sus receptores, debilitando así la
interacción c¿lula-MEC. Estos fenómenos conducirían a un fenotipo transformado que se
caracteriza por una adhesión reducida, una morfología mas redondeada y un citoesqueleto
desorganizado.
5.- Trombosis y hemostasis: La En reacciona con fibrina quedando incorporada a
los coágulos. Además, también participa en la agregación plaquetaria que se produce
durante la coagulación. De hecho, las plaquetas en reposo no presentan En en superficie,
sólo aparece tras la activación.
6.- Curación de heridas y fibrosis: Los depósitos de Fn y fibrina son importantes
durante los fenómenos de curación de heridas, pues sirven como sustrato para la adhesión
y migración de las células que reparan el daño tisular. En ocasiones, esta matriz es
sustituida por otra formada por colágeno y Fn que no resulta siempre apropiada, caso en
el que se origina una fibrosis. Además, en las heridas se ha detectado Fn cubriendo
desechos celulares que después son fagocitados por los macrófagos. Así pues, la Fn
participaría en la reparación del daño tisular y en la eliminación de los desechos
originados por el mismo.
7.- Fagocitosis e interacción con microor2anismos patógenos: Existen evidencias
que indican que la Fn aumenta la fagocitosis, que está mediada por otros receptores
presentes en monocitos, macrófagos o neutrófilos. Los receptores de factores del
complemento y de la región Fe de Ig parecen activarse para la fagocitosis cuando se ocupa
el receptor de En. Se ha especulado con la posibilidad de que la Fn pudiera funcionar ‘in
vivo’ como una opsonina no específica, capaz de promover la eliminación de diferentes
materiales de la circulación. La Fn se puede unir a distintos microorganismos (bacterias y
levaduras>, y existen indicaciones de que esta unión pudiera tener importancia fisiológica.
8.- Adh~si~n.~]ifla¡~ La función principal de la Fn es mediar adhesión celular.Se
ha demostrado que la En adherida a sustrato media mejor adhesión que la Fn soluble; esto
podría ser debido a un cambio conformacional durante el proceso de adhesión al sustrato,
o bien seríaun reflejo de la baja afinidad de las células por las moléculas de Fn aisladas,
que se ve aumentada al inmovilizarse la proteína sobre el sustrato (fenómeno de
polivalencia). La unión a Fn inmovilizada requiere la presencia de cationes divalentes y un
metabolismo activo, aunque no se requiere la síntesis de proteínas.
Como se ha mencionado previamente, las secuencias responsables de esta
interacción están situadas en las regiones central y carboxilo-terminal de la Fn
respectivamente. En la región central la secuencia mediadora de adhesión es RGD aunque
existen sitios sinergísticos que son necesarios para una adhesión celular estable (Yamada,
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1991). En la región carboxilo-terminal se han identificado secuencias activas en el
dominio Hep 11(1, II, III, IV, V, Hí) y en la región IICS (Tabla 1 y Fig.3). Dentro de
IIICS se han identificado dos sitios mediadores de adhesión: CS-1 (25 primeros
aminoácidos) y CS-5 (residuos 90-109) (Humphries et al. 1987). Ambas regiones están
reguladas por “splicing” alternativo. CS-1 es el sitio de mayor afinidad. Los receptores
celulares que reconocen algunas de estas secuencias pertenecen a la familia de las
Integrinas (ver a continuación).
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Fig.3.- Representación esquemática de la Fn plasmática. La posición
de la secuencia ROD aparece indicada por el asterisco (*) dentro del dominio de
unión celular; los sitios sinergisticos no están indicados. El dominio Hep II está
presente en ambas cadenas. Sin embargo, la región IIICS sólo aparece en la
cadena A de Fn; la secuencia CS-5 no figura porque no se ha detectado en
cantidades apreciables en Fn plasmática.
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1.3.- Moléculas de adhesión de superficie celular
Como ya se ha mencionado, las interacciones célula-MEC o célula-célula son importantes
en migración y en el reconocimiento célula-célula y participan en numerosos procesos
biológicos. Por ejemplo, las funciones de los linfocitos T en la respuesta inmune
dependen de su contacto directo con otras células, y la extravasación y migración a los
tejidos de los leucocitos se hace mediante la adhesión específica a determinados tipos
celulares. La transición rápida entre estados adherentes y no adherentes tiene una
importancia capital durante los fenómenos de vigilancia inmunológica. Estos mecanismos
de adhesión se llevan a cabo por moléculas accesorias del sistema inmune.
Principalmente son tres las familias de moléculas de superficie celular que regulan
la migración de los leucocitos y las interacciones entre células activadas durante la
respuesta inmune:
- La superfamilia de las Inmunoglobulinas. Sus miembros poseen al menos un
dominio de tipo inmunoglobulina, compuesto por 90-100 aa dispuestos en estructura de
sandwich constituida por dos láminas formadas por cadenas 13 antiparalelas, estabilizada
por un puente disulfuro. Esta familia incluye las moléculas siguientes: LFA-2, LFA-3,
ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3, VCAM-l, TCR, CD3, CD4, CDS y moléculas de clase 1 y
1 del complejo mayor de histocompatibiidad (MHC).
- La familia de las Selectinas. Son muy importantes en la interacción de
leucocitos con el endotelio vascular; tienen en su estructura un dominio de tipo lectina
(117-120 aa) en posición N-terminal, un dominio similar al EGE (epidermal growth
facior) de 30-40 aa y varios dominios repetidos similares a los que existen en proteínas
que regulan el complemento (SCR ó short consensus repeat.). Esta familia incluye la L-
selectina (Mel- 14 o LAM- 1), la E-selectina (CD62E o ELAM- 1) y la P-selectina
(PADGEM, CD2P o GMP- 140); se expresan en leucocitos, endotelio, y endotelio y
plaquetas, respectivamente.
- La familia de las Integrinas. Hasta el momento se han identificado 22
moléculas diferentes cuyas características más relevantes veremos en el siguiente capítulo.
1.4.- Familia de las Integrinas
Los miembros de esta familia de moléculas de adhesión ‘integran” el medio extracelular
con el interior de la célula y están implicados en procesos de adhesión célula-célula y
célula-MEC; juegan un importante papel a lo largo del desarrollo y la vida adulta y están
ampliamente distribuidas -la mayoría de las integrinas se expresan en gran variedad de
células y la mayoría de las células expresan varias integrinas- (Hynes, 1992)
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Las integrinas son glicoproteinas de membrana; cada una es un heterodímero
formado por una subunidad a (120-180 kDa) y una subunidad [3(90-110kDa) unidas de
forma no covalente. Presentan un dominio extracelular que interacciona con su ligando
especifico, una región transmembrana y una cola citoplasmática (Fig.4).
Subunidad a
Taj ¡ n a
Vinculina
a-actinina
Citoesqueleto de actina
Fig. 4.- Modelo de la estructura de las integrinas. (Adaptado de
McDonald, LA. and Mechan, R.P. 1991).
En la actualidad se han descrito hasta 14 subunidades a y 8 subunidades 13 (Tabla
II), y aunque teóricamente se podrían asociar dando lugar a más de 100 combinaciones
«13, la diversidad parece estar restringida. Tradicionalmente se han definido tres
subfamilias según la cadena 13 que comparten (j31, 132 y 133), aunque algunas subunidades
a pueden asociarse con más de una subunidad 13; ay es particularmente promiscua en este
sentido. Además, la existencia de variantes reguladas por “splicing alternativo” añade un
nivel más de complejidad; este tipo de regulación se ha descrito para el dominio
cítoplasmático de las subunidades 131,133. ¡34, «3 y «6 (Sonnenberg, 1993) y para el
dominio extracelular de aM. La Tabla II muestra el nombre común de los distintos
heterodimeros, así como sus respectivos ligandos; puede observarse que una integrina, a
menudo, une más de un ligando y cada ligando puede ser reconocido por más de una
integrina.
LigandoS
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RECEPTORES DE LA FAMILIA DE LAS INTEGRINAS
Subunidades Nombres Ligandos
«1
«2
«3
«4
131 «5
«6
«7
«8
«9
aL
¡32 aM
ocX
1~3 «lib
134
¡35
136
«6
VLA-1, CD49a/CD29
VLA-2, CD49b/CD29
VLA-3, CD49c/CD29
VLA-4, CD49d/CD29
VLA-5, CD49e/0D29
VLA-6, CD49f/CD29
VLA-7
VLA-8
VLA-9
LN, COL
LN, COL, FN
LN, COL, FN, EPN
FN, VCAM-1, TSP, ¡VN
FN, TSP
LN, FN
LN
FN, VN, COL, FG, vWF
LFA-1, CD11a/CD18
MAC-1, CD11b/CD18
p150/95, CDllc/C018
gpllb/IIIa, CD41a
VNR, CD51
VLA-6aIt
VNRaIt
aV
ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3
ICAM-1, FO, C3bi, F. X
C3bi, FO
FN, FB, vWF, VN
VN, vWF, FB, FN, TSP
LN
VN
FN
LPAM-1
«1EL137
FN, VCAM-1, MadCAM-1
LN (laminina), COL (colágeno), FN (fibronectina), VCAM-1 (vascular celí adhesion
mnolecule 1), TSP (trombospondina), FO (fibrinógeno), vWF (factor von Willebrand),
ICAMs (intercellular adhesion molecules), C3bi (factor del Complemento), VN
137 «4
«E
[38 ccV
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(vitronectina), EPN (epilegrina), MadCAM- 1 (mucosal addressin celí adhesion molecule
1)., INV (invasin).
Las subfamiias I3~ y ¡33 están principalmente implicadas en el reconocimiento de
proteínas de matriz extracelular (LN, COL, VN, TSP, Fn). La snbfamilia (31 también
se conoce como familia VLA (very late afteractivation antigens) ya que los dos primeros
miembros descritos, «1131 y «2131, aparecían en la superficie de los linfocitos de 2 a 4
semanas después de la activación “in vitro” con el antígeno. La Tabla II resume los
miembros que actualmente forman esta subfamilia: «2131, «5131 y «6131 son receptores
prototipo de colágeno, fibronectina y laminina respectivamente; otros, como «1131 y
«3131, pueden unir más de un componente de MEC; «4131 es un miembro excepeional ya
que está implicado en interacciones célula-célula y célula-MEC. A esta integrina se dedica
el apartado siguiente por ser tema central de esta tesis. Los miembros de la subfamilia
ft3. también se conocen como citoadhesinas: «lIb133 se considera como el receptor
prototipo de esta familia y se expresa sólo en plaquetas y megacariocitos; «433 es otro
miembro de esta familia y aparece ampliamente distribuido.
La subfamilia 132 está implicada en procesos de interacción célula-célula
fundamentalmente. Los miembros de esta subfamilia se expresan exclusivamente en
leucocitos, aunque el nivel de expresión varía según el tipo celular, el nivel de activación
y el grado de diferenciación celular; tienen un papel importante en la extravasación de los
leucocitos. De hecho, la patología LAD (leucocyte adhesion deficiency), en la cual existe
una expresión defectuosa de la cadena 132, se caracteriza por la falta de extravasación de
neutrófilos y monocitos.
La región de unión al ligando de las integrinas está en la zona extracelular y esta
formada tanto por la cadena a como por la ¡3, la interacción requiere cationes divalentes
en el medio.
Por otro lado, las integrinas interaccionan en su zona citoplasmática con proteínas
del citoesqueleto (Fig.4) jugando así un importante papel en la conexión del citoesqueleto
con la membrana plasmática. Los filamentos de actina están anclados en la membrana
plasmática en los llamados contactos focales o placas de adhesión que además de las
integrinas contienen varias proteínas citoplasmáticas como por ejemplo vinculina, talma, y
«-actinina (Burridge et al. 1988). Se sabe que el dominio citoplasmático de la subunidad
131 interacciona con talma y «-actinina. La secuencia de uniones sería: taiina-vinculina-«-
actinina-actina, aunque también podría interaccionar con «-actinina directamente (Otey et
al. 1990). Los contactos focales condenen otras proteínas como paxilina, tensina y zyxin
(Sonnenberg, 1993). A pesar de que las integrinas [31contienen todos los sitios para la
interacción conlos componentes del citoesqueleto, no se localizan en los contactos focales
a menos que se hayan unido a sus ligandos extracelulares. Así «5131 se localiza en los
contactos focales sobre Fn mientras que «2131 se localiza en los contactos focales cuando
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las células crecen sobre COL tipo 1. No existen evidencias de la interacción directa de la
cadena « con proteínas de citoesqueleto. Parece que hasta que la integrina se piensa que la
integrina no está unida a sus ligandos, la subunidad « previene la asociación de la
subunidad ¡31 con los componentes del citoesqueleto. Su función podría ser regular los
tipos de interacción de la cadena 131 conel citoesqueleto (Sonenberg, 1993).
De esta forma, tras la unión a las proteínas de MEC, las integrinas interaccionan
con el citoesqueleto e inducen su reorganización. El patrón de citoesqueleto generado es
función de la información extracelular y del sistema de lectura intracelular que comienza
con la interacción específica entre los dominios citoplasmáticos de las subunidades « y [3,
u otros receptores de adhesión, y proteínas intracelulares. El proceso de reorganización de
citoesqueleto que se ha estudiado más extensivamente es la formación de contactos
focales que tiene lugar tras la adhesión de fibroblastos a fibronectina y vitronectina via
«5(31 (Sonenberg, 1993). El patrón de citoesqueleto formado influye en la adhesividad,
en la forma celular y en la movilidad, y también podría influir en la propagación de
señales reguladoras mediadas por integrinas (Damsky and Werb, 1992; Humpries et al.
1993)
MP
Fig. 5.- Representación esquemática de la interacción de las
integrinas con las proteínas del citoesqueleto.
Actina
TN
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1.5.- Integrina «4131
El heterodúnero «4131 está compuesto por una cadena de 150 kDa («4) unida no
covalentemente a una cadena de 130 kDa (131). La asociación de ambas cadenas es
necesaria para la expresión del heterodimero en la superficie celular. La subunidad 131,
común para las proteinas VLA, se ha donado y secuenciado (Hemíer et al. 1987). De
igual modo, la estructura primaria de la subunidad «4, presumiblemente responsable de
determinar la especificidad de ligando del complejo «4131, también se ha determinado
(Takada et al. 1989).
La subunidad «4 está codificada por un sólo gen localizado en el brazo largo del
cromosoma 2 y presenta un 17-24% de similitud con otras cadenas «. Consta de 7
dominios homólogos de 30-41 aa repetidos en el extremo N-terminal de la molécula.
Dentro de los dominios V, VI y VII aparecen tres sitios de unión de cationes divalentes.
La subunidad «4 contiene 12 sitios de N-glicosilación y 24 cisteinas. Además, no
presenta el dominio 1, tan característico de otras subunidades a, insertado en la porción
N-terminal de la molécula, ni cadenas cortas asociadas en la porción C-terminal. Otra
característica que diferencia «4 de otras subunidades « es la presencia de un punto de
rotura aproximadamente en la mitad de la secuencia, que es e] responsable de la aparición
de dos fragmentos de la cadena de «4. Las técnicas de marcaje e inmunoprecipitación
usando Acm anti-cx4 o anti-131 se han utilizado para estudiar la estructura molecular de
«4131. Así se han identificado las siquientes formas de esta subunidad: una forma intacta
de 150 kDa y una forma rota conteniendo dos fragmentos de 80 kDa (N-terminal) y 70
kDa (C-terminal) respectivamente (Fig.6). Además de estas dos formas, se ha
identificado otra forma de 180 kDa.
La cadena [31presenta un 44% de similitud con otras subunidades [3y un 82-90%
de identidad con subunidades [31de otras especies. Estos datos indican que [31es una
moléculaaltamente conservada que presumiblemente posee importantes funciones. Es una
proteína de 778 aa; su cola citoplasmática consta de 47 residuos e interacciona con
proteínas de citoesqueleto como talma y «-actinina. La cola citoplasmática puede sufrir
fosforilación, lo cual puede afectar ala asociación de la integrina con el citoesqueleto así
como su localización en los contactos focales. «4 además de asociarse con la subunidad
[31,también puede hacerlo con la subunidad [37;«4137 se identificó como receptor de
“homing” para la Placas de Peyer (Holzman et al. 1989) y se expresa en células T CD4+
en reposo, linfocitos T de sangre periférica activados con PMA, linfocitos B de sangre
periférica, lineas celulares B y células premonociticas U937 activadas con PMA. «4137
reconoce como ligando principal MadCAM-l. Además, como muestra la Tabla II
reconoce también la Fn (sitio CS-1) y VCAM-1.
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Fig.6.- Representación esquemática de la integrina «4(31. (Adaptado de
Teixido and Sánchez-Madrid, 1993).
La integrina «4(31, se expresa en la superficie de linfocitos B y T, monocitos
basófilos, eosinófilos, mastocitos maduros y precursores de médula ósea (Teixido and
Sánchez-Madrid, 1993). De entre las células originarias de la médula ósea, sólo los
neutrófilos, plaquetas y eritrocitos no expresan «4131.
Las poblaciones de linfocitos T (LT) vírgenes y de memoria difieren en la
expresión de «4131; en el primer caso la expresión es homogénea y baja y en el segundo
caso es heterogénea y más alta (Picker et al. 1990; Horgan et al. 1992). La población de
timocitos dobles negativos expresan mayores niveles de «4131 que la población de
timocitos dobles positivos y simples positivos (Sawadaet et al. 1992). Asimismo, los
linfocitos T activados presentan mayores niveles de expresión de «4131 y otras integrinas
(Sánchez-Madrid et aL 1986; Hemíer et al. 1990)
En los linfocitos B la expresión de «4 varía en los procesos de diferenciación y
activación (Postigo et al. 1991). Las líneas celulares linfoides y mieloides son positivas
para «4131, mientras que los tipos celulares adherentes tales como fibroblastos y células
epiteliales expresan muy debilmente o en absoluto «4131. Ciertas líneas celulares de
melanoma y carcinoma también expresan «4(31.
Como ya se ha mencionado, la integrina «4131 es un miembro excepcional de la
subfamilia 131 ya que está implicada en interacciones célula-célula y célula-MEC. Como
muestra la Tabla II los ligandos descritos de «4131 son Fn, VCAM-l, ISP, e invasin.
1.- En la Tabla III se muestran las secuencias activas de la región
carboxilo-terminal de Fn capaces de interacionar con «4131
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ISMLAAII
Sitios~xQs Secuencias
Hl IDAPS
YEKPGSPPREVVPRPRPGV
II KNNQKSEPLIORKKT
CS-1 DELPQLVTLPHPNLHGPEILDVPST
CS-5 GEEQIQIHIPREDVDYHLYP
Las secuencias Hl. 1 y II, pertenecen al dominio Hep II y se describieron como
sitios capaces de interaccionar con «4131 en células de melanoma (McCarthy et al., 1988;
Mould and Humphries, 1991b; lida et al., 1992). Los sitios CS-l y CS-5 también son
ligandos de «4131 (Wayner et al. 1989; Ferreira et al. 1990; García-Pardo et al. 1990;
Mould et al 1990; Guan et al. 1990), pertenecen a la región IIICS y las secuencias
mínimas capaces de mediar adhesión se indican en negrita (Mould et al. 1991a; Komoriya
et al., 1991; Wayner et al. 1992). Estudios recientes, incluyendo los de nuestro
laboratorio, parecen indicar que el reconocimiento de unas u otras secuencias por parte de
«4131 dependería del tipo celular, esto es, linfocitos T, B y monocitos, así como del
estado de activación del receptor.
2.- VCAM-1 (vascular ceil adhesion molecule 1) (Elices et aL1990) es un
miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas y se expresa en células endoteliales
activadas (Polte et aL 1990; Cybulsky et al. 199 la). Existen diferentes formas de VCAM-
1 reguladas por “splicing” alternativo; varían en el número de dominios de Ig. La forma
predominante en células endoteliales contiene 7 dominios de Ig (VCAM- 1 7D) (Cybulsky
et al. 1991a, 1991b; Hession et al. 1991), y difiere de la forma originalmente descrita,
VCAM-1 6D en un dominio de Ig adicional entre el tercer y el cuarto dominio. Tanto
VCAM-l 7D como 6D median adhesión via «4(31. Mediante experimentos de adhesión se
ha demostrado que los dominios homólogos 1 y 4 de VCAM- 1 se requieren para la
interacción con «4131.
Además, «4131 es el receptor de trombospondina (TSP) que es una glicoproteina
presente en plasma (Yabkwitz et al. 1993) y de la proteína bacteriana invasin (Ennis et al.
1993). Por otra parte se ha descrito también como mediadora de agregación celular
homotípica a través de un mecanismo LFA- 1IICAM- 1 independiente, sugiriendose la
existencia de otro ligando celular para «4(31 aún no identificado (Campanero et al. 1990;
Bednarczyk 1990; Caixia et al. 1991).
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1.6.- Regulación funcional de las integrinas
Las células pueden variar sus propiedades adhesivas por medio de la expresión selectiva
de las distintas integrinas que existen, e incluso pueden modular la capacidad adhesiva de
los receptores que están expresando -una misma integrina que esté presente en distintos
tipos celulares puede no reconocer los mismos ligandos-. La expresión superficial de una
integrina no implica su funcionalidad como molécula capaz de mediar adhesión.
La afinidad de las integrinas por sus ligandos no es siempre constante, esto es,
las integrinas existen en varios estados de activación. Hay numerosos ejemplos descritos
que muestran cómo la avidez puede ser modulada de forma rápida y reversible
-fenómenos de activación y desactivación-. La naturaleza transitoria de estos fenómenos
es probablemente un importante mecanismo para liberar los linfocitos de otras células y
permitir de forma repetida la unión/liberación celular (Teixido and Sánchez-Madrid,
1993).
La activación de plaquetas, neutrófilos y linfocitos por diferentes estímulos
aumentan la avidez de las integrinas 33, (32 y (31 por sus ligandos (Springer, 1990;
Hemíer, 1990; Hynes, 1992). Los mecanismos de adhesión dependientes de activación se
han descrito para «4131 y «5131 en células T (Shimizu et al 1990). También las células B
activadas se unen con mayor avidez a VCAM-l y Fn, vía «4131, que las células B en
reposo (Freedman et al. 1990; Postigo et al. 1991; Koopman et al. 1991). Un efecto
regulador similar se ha descrito para «4137 en células T y B activadas. Además, esta
regulación ocurre “in vivo”, como han demostrado algunos estudios sobre la función de
«4(31 en células T aisladas de sinovio inflamado en pacientes con artritis reumatoide
(Laffón et al. 1991; Postigo et al. 1992). Los mecanismos moleculares que conducen a
los procesos de activación de integrinas no se conocen totalmente. Es posible que la
activación de integrinas dependa de un cambio conformacional en los sitios de unión a
ligandos. Estos cambios podrían ser señalizados por los dominios citoplasmáticos de las
integrinas, quiza debido a interacciones con otras proteínas del citoesqueleto. Parece que
la actividad de unión de una integrina depende del dominio citoplasmático de la subunidad
(3 mientras su función podría ser regulada por el dominio citoplasmático de las subunidad
« (Sonnenberg, 1993). Se ha demostrado la existencia de cambios conformacionales en
integrinas solubles cuya afinidad puede ser modulada por Acm, así como por ligandos
fisiológicos (OToole et al. 1990; DuX et al. 1991; Arroyo et al. 1993). En este contexto,
la cadena (31 regula la afinidad de diferentes heterodimeros «[31, incluyendo «4131
(Arroyo et al. 1992; Kovach et al. 1992; Faulí et al. 1993; Masumoto er al. 1993). Todos
estos datos parecen indicar que la interacción de las integrinas 131 con sus ligandos puede
ser regulada por el cambio entre conformaciones diferencialmente activas de los
receptores «¡31.
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Para algunas integrinas se ha sugerido una relación entre fosforilación y su
función como receptor de adhesión (Sonnenberg, 1993). Una cuestión a resolver es si la
fosforilación juega un papel importante en la interacción de las integrinas con
componentes citoplasmáticos. Aunque se ha publicado la fosforilación de las proteínas
talma, vinculina y paxilina en células tratadas con PMA, no está claro si la asociación de
integrinas realmente depende de la fosforilación de talma u otros componentes del
citoesqueleto. También se tienen datos sobre ciertos lípidos que pueden regular la
actividad de las integrinas (Sonnenberg, 1993).
La estimulación con PMA, puede producir la activación de las integrinas pudiendo
entonces unirse a sus ligandos. Distintos trabajos han documentado que la unión de las
integrinas a sus ligandos conduce a un cambio conformacional en el dominio extracelular
del receptor. Estos cambios resultarían en la expresión de nuevos epítopos capaces de ser
detectados por Acms. Se podría pensar que la unión a ligandos también podría inducir un
cambio conformacional en el dominio citoplasmático de la subunidad II o incluso en la
subunidad a. Otras proteínas citoplasmáticas podrían, de esta forma, interaccionarcon la
subunidad ¡3 estableciendose así la unión con el citoesqueleto.
También se han descrito mecanismos de activación independientes de PMA que
incluyen tratamientos de integrinas con ciertos cationes divalente como Mn2+, Ac contra
distintas subunidades, o con péptidos que contienen secuencias activas de los ligandos
(Sonnenberg, 1993). La activación inducida por estos agentes podría mimetizar el cambio
conformacional de las integrinas.
1.7.- Transmisión de señales a través de las integrinas.
La adhesión a la MEC conduce a cambios en la morfología celular y la organización del
citoesqueleto y afecta a funciones celulares como proliferación y diferenciación. Aunque
durante un tiempo se consideró que las interacciones celulares con la MEC eran
puramente mecánicas, actualmente existen evidencias de la implicación en la señalización
desde el exterior al interior celular.
Las primeras evidencias mostraron que la expresión génica se modificaba tras la
adhesión a proteínas de MEC o tratamientos celulares con Ac anti-integrinas.(Eiermen et
al. 1989; Werb et al. 1989; Haskill, 1991; Juliano and Haskill, 1993). Aunque las rutas
de señalización que conducen a estos eventos se están estudiando, aún se desconocen los
mecanismos precisos por los que se transmiten señales vía integrinas. Entre los ejemplos
descritos de control de la expresión génica a través de interacciones adhesivas con la MEC
se puede citar la inducción de expresión de genes de metaloproteasas subsiguiente a la
adhesión de células fibroblásticas a fragmentos de Fn y Acm anti-ct5. Sin embargo, el
caso más dramático de inducción génica a través de interacciones adhesivas con MEC
sucede en monocitos; estas células sufren un cambio rápido en el patrón de expresión
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génica tras la adhesión a proteínas de MEC (Juliano and Haskill, 1993). La interacción de
«5¡31 con Fn en células T induce el factor de transcripción AP-1 (Yamada et al. 1991).
«4131 en monocitos actua como una primera molécula produciendo una señal capaz de
regular la expresión de genes de citoquinas inflamatorias (Yurochko et al. 1992).
Como ya se ha mencionado, el dominio citoplasmático de la subunidad 131 de las
integrinas interacciona con elementos del citoesqueleto en los contactos focales. Otras
proteínas con funciones reguladoras o enzimáticas se localizan también en los contactos
focales y podrían ser importantes en la transducción de señales mediadas por adhesión.
Estas proteínas incluyen isoformas específicas de pKC, pp6Oscr, así como otras tirosina
quinasas. Estas probablemente sean activas en los contactos focales por el alto nivel de
proteínas fosforiladas en tiwsina que se detectan en estos sitios (Defilipi et al. 1994).
Además, las rutas de señalización identificadas mediadas por integrinas incluyen la
regulación de la bomba Na~/H~, el flujo de Ca2t estimulación de la síntesis de lípidos y
fosforilación en tirosina de una proteína de 130 kDa que se denominó ~~i
2sfak y se
localiza especialmente en los contactos focales (Teixido and Sánchez-Madrid, 1993).
2.- OBJETIVOS
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Las interacciones de los leucocitos con la matriz extracelular (MEC) son fundamentales
para su migración y localización en tejidos, así como para el desarrollo y la función
general de estas células.
La interacción de los leucocitos con el componente de MEC Fn está
principalmente mediada por las integrinas «5131 y «4131, que reconocen la secuencia
ROD en la región central y los sitios CSl/Hep II en la región carboxilo-terminal de En
respectivamente.
Sin embargo, se desconocen otros muchos aspectos sobre la interacción
leucocitaria con Fn mediada por «4131 y «5131, por ejemplo los sitios adherentes
adicionales implicados, regulación funcional de estos receptores y consecuencias
intracelulares de estas interacciones.
Así, nos planteamos profundizar en el estudio de la interacción leucocito-Fn vía
dichas integrinas y en este contexto nuestros objetivos concretos fueron:
1.- Estudio de la interacción de los leucocitos humanos con la región carboxilo-
terminal de Fn:
a.- Caracterización de nuevos Acm anti-Fn como instrumentos de trabajo en el
estudio de interacciones celulares con Fn.
b.- Estudio del reconocimiento del dominio Hep II de Fn a través de la integrina
«4f31 expresada en distintas poblaciones hematopoyéticas; análisis de la
regulación funcional.
2.- Estudio de la interacción de los leucocitos humanos con la región central de
fibronectina:
a.- Identificación de nuevos ligandos en la molécula de Fn.
b.- Análisis de los receptores celulares implicados y su regulación.
3.- Estudio de las consecuencias biológicas de la interacción de la integrina «4131
con sus ligandos en Fn:
a.- Reorganización de las proteínas del cítoesqueleto tras la interacción del receptor
con distintos ligandos de Fn.
b.- Análisis de los eventos de fosforilación posteriores alas interacciones citadas.
3.- MATERIALES Y METODOS
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MATERIALES Y METODOS
3.1.- Proteínas de matriz extracelular (MEC)
3.1.1.- Fibronectina, fragmentos de fibronectina y péptidos sintéticos
La fibronectina plasmática humana, donada por los Drs. B. Horowitz y R. Shulman
(New York Blood Center, New York, NY), se purificó por cromatografía de afinidad en
columnas de gelatina-Sepharosa (Pharmacia LKiB Biotechnology, Uppsala, Sweden). El
eluido (fracción Urea 4 M) se dializó a 412 frente a una solución Tris 25 mM, CíNa 50
mM, EDTANa2 0.5 mM pH 7,6 (en adelante solución Tris 25 mM) y se utilizó para
obtener distintos fragmentos de Fn por digestión enzimática.
Los fragmentos de 200, 190, 31 y 29 kDa se obtuvieron por digestión suave
de la Fn con tripsina (1:1000 w/w, 15 mm, temperatura ambiente) y posterior purificación
con una columna de gelatina-Sepharosa equilibrada en una solución Tris 25 mM. Los
fragmentos unidos a dicha columna -200 y 190 kDa- se eluyeron con una solución Tris
25 mM, Urea 4 1v! y se purificaron posteriormente con una columna de Sephacryl 5-200
(Pharmacia); los fragmentos no unidos a la columna de gelatina -Sepharosa -29 y 31 kDa-
se separaron, a continuación, con una columna de heparina-Sepharosa (Pharmacia) (el
fragmento de 31 kDa aparece en la fracción no unida y el fragmento de 29 KDa en la
fracción eluida con CiNa 0.15 M). Por último, una columna de DEAE-Sephacel permitió
la purificación final del fragmento de 31 kDa.
Los fragmentos de Fn de 80, 58 y 38 kDa se obtuvieron a partir de digestiones
más exhaustivas de Fn con trípsina (1:200 w/w, 90 mm, a 3712). La aplicación del
digerido por cromatografía de afmidad en columnas de heparina-Sepharosa permitio eluir:
- los fragmentos de 80 kDa en la fracción de CINa 0.1 M.
- los fragmentos de 38 y 58 kDa en la fracción de CíNa 0.5 M.
Posteriormente, el fragmento de 80 kDa se purificó utilizando una columna de
gelatina-Sepharosa y otra columna de DEAE-Sephacel a continuación (fracción de CíNa
0.2 M); los fragmentos de 38 y 58 kDa se separaron por medio de una columna de
DEAE-Sephacel que retiene el fragmento de 58 kDa pero no el de 38 kDa; el fragmento de
58 kDa se eluyó en la fracción de CíNa 0.08 M y se purificó posteriormente por FPLC
(Pharmacia). Finalmente, el fragmento de 38 kDa, presente en la fracción no unida de
DEAE-Sephacel, se purificó con una matriz de CM-Sephacex (Pharmacia) equilibrada en
una solución Tris 10 mM, Urea 2 M, CíNa 50 mM pH 7.0. Tras la eliminación de los
materiales no unidos, el fragmento de 38 kDa se separó de otros contaminantes por un
gradiente de CINa (50-300 mM) a través de esta columna.
Además, se han utilizado los fragmentos de 15 y 45 kDa obtenidos a partir de la
digestión del fragmento de 80 kDa con pepsina (1:100 w/w, 3712, lh) y posterior
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purificación por FPLC utilizando una columna de intercambio jónico Mono Q
(Pharinacia) equilibrada en Tris 10 mM pH 7.0 (buffer A). Los fragmentos unidos se
eluyeron a partir de un gradiente de 45 mm desde 100% A hasta 40%A-60%B (Tris 10
mM, dNa 0.5 M pH 7.0). La concentración final de CINa era 0.3 M.
Finalmente, los fragmentos purificados se dializaron frente a PBS, se
concentraron en algunos casos y se almacenaron en alicuotas a -7012. La caracterización
y el control de la pureza de los fragmentos así obtenidos, se llevó a cabo por técnicas de
SDS-PAGE, Western blots, ELISA, y secuenciación de la región N-terminal. Los
términos FN38 /FNS8 IFN8O o fragmentos de Fn de 38 kDa, 58 kDa y 80 kDa se
utilizarán indistintamente a lo largo del texto.
Los péptidos sintéticos citados a continuación se utilizaron a lo largo del
desarrollo de esta tesis y se encargaron aBio-Synthesis D&I (Madrid, España):
1.- GRGDSPC
2.- GRGES
3.- DELPQLVTLPHPNLHGPEILDVPSTC (CS- 1)
4.- PSTVQKTPFVTHPGYDTGNGIQLPG (CS-2)
5.- CIQLPGTSOQQPSVGQQMIFEEHGFR (CS-3)
6.- CGEEIQIGHIPREDVDYHLYP (CS-5)
7.- IDAPS(HJ)
La secuencia GRGDSPC está incluida en la región central de Fn siendo capaz de
mediar adhesión celular; la secuencia GRGES es una secuencia control. Los péptidos CS-
I,CS-2, CS-3 y CS-5 están contenidos en la región IIICS de Fn (ver figura) y la
secuencia IDAPS es un sitio activo incluido en el dominio Hep II.
3.1.2.- Laminina, Colágeno tipo 1 y Vitronectina
A lo largo del desarrollo de esta tesis se han utilizado otras proteínas de MEC como
laminina y colágeno tipo 1 -en adelante LM y COL respectivamente- de Sigma Chemical
Co. (Saint Louis, MO, USA). Además, se ha utilizado la proteína vitronectina (VN),
donación de la Dra.Dejana (Instituto di Ricerche Farmacologidie “Mario Negri”, Milán)
3.2.- Anticuerpos
Los anticuerpos monoclonales anti-Fn , PíFí 1 y P3D4, fueron producidos por
inmunización de ratones RBJ/DnJ con el péptido sintético CS-1
(DELPQLVTLPHPNLHGPEILDVPST) (Humphries et aL 1987) acoplado a hemocianina
de Keyhole Liimpet - KLH -, o con el fragmento de 38 kDa respectivamente, utilizando
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técnicas previamente descritas (Wayner et al. 1989). Los anticuerpos policlonales frente
al fragmento de 38 kDa se obtuvieron por inyección subcutánea de conejos New Zealand
White con el fragmento purificado.
A continuación, la Tabla 1 sumariza otros Acm anti-Fn utilizados en esta tesis así
como Acm anti-integrinas y otros no incluidos en los dos grupos anteriores.
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11F5
P1B5
HP1/1
HP1/2
HP2/l
HP2/4
B5010
PlDó
LM6O9
152/16
Alexl/4
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Dr, M. Hemíer
Dra. E. Wayner
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Dr. F.Sánchez-Madrid
Dr. F.Sánchez-Madrid
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Dr. C. Bernabeu
3.3.- Células y cultivos celulares
Se han utilizado tanto lineas celulares establecidas como células obtenidas de sangre
periférica de donantes sanos. Todas las líneas celulares han sido cultivadas en medio
RPMI 1640, 10 % STF descomplementado (Gibco Life Technologies, Middlesex,UK), 2
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mM L-glutamina, 100 u/ml penicilina (Antibióticos S.A., Madrid, España). y 24 mg/ml
gentanúcina (Llorente, Madrid, España). Las células THP- 1 se mantuvieron en el mismo
medio suplementado con 50 mM 2-ME. La Tabla IImuestra las líneas celulares utilizadas
a lo largo del desarrollo de esta tesis indicando su origen. Los experimentos de inducción
de diferenciación con PMA se realizaron en frascos de Teflon (Pierce, Rockford, IL); 5 X
l0~ células/ml se incubaron con 10 ng/ml de PMA (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO)
durante 48 h. Los cambios morfológicos característicos (formación de agregados) y la
expresión incrementada de la molécula CD1 lc se emplearon como control de la eficacia
del tratamiento con PMA en la inducción de diferenciación celular.
Los linfocitos y monocitos de sangre periférica se obtuvieron de la sangre de
donantes sanos; después de la centrifugación en gradiente de densidad en Lymphoprep
(Nycomed), las células mononucleares se depleccionaron de células adherentes por
incubación (2 h a 3700) en frascos de plástico previamente tapizados con suero. Los
linfocitos 1 se obtuvieron a partir de los linfocitos de sangre periférica (PBL) utilizando
columnas de lana de nylon.
Iá&LLU
lINFAS <‘FI ITT MW,S
~~nnminne44n
Ramos
HUT-78
U937
HL-60
THP-l
Daudi
JY
RPM18866
A375
K562
Jurkat
linfoide B
linfoide 1
promonocítica
promonocítica
promonocítica
linfoide B
linfoide B
linfoide B
melanoma
eritroleucemia
linfoide T
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3.4.- Ensayos de adhesión celular
Los ensayos de adhesión celular se llevaron a cabo con células después de cuatro días del
último pase utilizando placas de 96 pocillos de fondo plano (ION Biomedicals Ltd,
Bucks, UK en algunos casos, y en otros Costar Co., Cambridge, MA, USA). Las
placas de 96 pocillos se incubaron con las diluciones apropiadas (100 ~tl/pocillo) de En o
sus fragmentos, u otras proteínas de MEO, durante 2 h a temperatura ambiente. Después
de tres lavados con PBS, las placas se incubaron con 1% BSA en PBS al menos 1 h a
3712, y se lavaron nuevamente con PBS-iones (Cl2Ca 0.9 mM, CI2Mg 0.5 mM) antes
de aifadir 100¡xl de la suspensión celular apropiada - 0.5 x106 células/míen RPM!, 1%
BSA, 10 mM Hepes-. Las placas se incubaron durante 30 mm en estufa a 3700 y después
de dos lavados con RPM!, 10 mM Hepes, las células adheridas se fijaron con
glutaraldehido (1,25%) durante toda la noche. La absorbancia de las células teñidas
durante 4 h con azul de toluidina - 0,1% - se midió a 492 nm con un lector MRPA 4
(Eurogenetics, Bélgica) en los primeros experimentos y a 620 nm con un lector
Multiskan Bíochromatic (Labsystems, Helsinki, Fínland) en el resto de los casos. La
cuantificación de las células adheridas se realizó a partir de la DO a 492 nm 6 620 nm,
según los casos, utilizando curvas de calibración para cada tipo celular. La relación
“numero de células 1 DO” resultó ser lineal en el rango celular O.5X103 -2.5X104 para las
líneas celulares -con mínimos cambios ente ellas- yen el rango 3.2X103 -2X1($ para los
linfocitos T de sangre periférica. Todos los ensayos se realizaron en triplicado.
La activación de integrinas a través de la subunidad ¡31 se llevo a cabo por
incubación celular previa con una dilución 1:10 de los sobrenadantes de hibridomas
Acm(s) anti-13l, 15-20 mm a 3700, antes de los ensayos de adhesión celular. Para los
experimentos de inhibición con Acm(s) anti-Fn, los pocillos previamente tapizados con
Fn seincubaron 30 mm a temperatura ambiente con 50 gí de la dilución adecuada de los
Acm correspondientes antes de añadir las células. Para el resto de ensayos de inhibición
las células se incubaron previamente con Acm anti-integrinas (15 mm, 3700), péptidos
sintéticos o fragmentos de Fn (30 mm, temperatura ambiente) antes de afiadirse a los
pocillos tapizados con los distintos sustratos.
3.5.- Ensayos de ELISA y Western Blot
Las placas de 96 pocillos (Corning <Jlass Works, New York, USA ó Costar Co.) se
tapizaron con En (5~igIpocillo), 58 kDa (2i.tg/pocillo) o 38 KDa (l~.ig/pocillo) en PBS o
borato sódico, según los casos, a 40 durante toda la noche. Las placas se lavaron
repetidas veces con PBS, 0.05% Tween 20, y se incubaron con PBS, 1% BSA 1 h a
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3700. A continuación, se lavaron y se incubaron con las diluciones adecuadas de los
distintos anticuerpos. Tras lh a temperatura ambiente, las placas se lavaron nuevamente
con PBS /Tween y se incubaron otra hora con una dilucion 1:1000 de Anticuerpo anti-Igs
de ratón marcado con peroxidasa (Dakopatts XIS, Glostrup, Denmark). Las placas se
lavaron y se revelaron con 1,2-Phenylendiamine dihydrochloride (OPD) en una solución
de ácido cítrico 0.1 M pH 5; después de 15 mm, se midió la absorbancia a 492 nm
utilizando un lector de placas de ELISA.
3.6.- Estudios de inmunofluorescencia
Para análisis de inmunofluorescencia por citometría de flujo, una cantidad de 5x105
células se incubó durante 30 mm a 400 con 100 gl de la dilución apropiada de cada
anticuerpo. Las células se lavaron con una solución fria de PBS, l%BSA, 10 mM Azida
Sódica y se incubaron con 100 111 de una dilución 1/100 del segundo anticuerpo
conjugado con fluoresceína - fragmentos F(ab9
2 de IgG de conejo anti-ratón -
(Dakopatts). Después de 30 mm a 40C, las células se lavaron, se resuspendieron en PBS
y finalmente se analizaron por citometría de flujo en un contador EPICS-CS (Coulter
Cientifica, Móstoles, Spain)
Los análisis con microscopia de fluorescencia se realizaron preincubando cubres
circulares de 12 mm de diametro (Chance Propper, Smethwich, Warley, England) con
distintos fragmentos de Fn durante toda la noche a 400; los cubres se lavaron con PBS y
se incubaron con 1% BSA en PBS (lh a 3700). Después de 2 lavados con PBS las
células, resuspendidas en RPMI 1% BSA 10 mM Hepes, se añadieron sobre los cubres
tapizados de fragmentos de Fn y se incubaron durante distintos tiempos a 3700. Las
células se fijaron con fonualdehído 3.7% en PBS y se permeabilizaron, sólo en algunos
casos, con 0.5% Triton XlOO en PBS. Las células, tenidas con distintos Acms primarios
diluidos en PBS-azida 1% BSA durante 30 mm a temperatura ambiente, se lavaron con
PBS, y se incubaron con el segundo anticuerpo conjugado con fluoresceina y/o
Phalloidin-Rodamina durante 30 mm a 3700. Finalmente, los cubres se lavaron con PBS
y se montaron utilizando mowiol 4-88 (Aldrich). Las células se observaron y
fotografiaron utilizando un microscopio de fluorescencia Nikon Optiphot equipado con
una lampara de mercurio de 100 W y filtros para luz ultravioleta, verde y roja, se
utilizaron carretes de 400 ASA Kodak Ektacrome. Los experimentos de inhibición se
realizaron preincubando los cubres tapizados con fragmentos de Fn con los distintos
anticuerpos anti-Fn.
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3.7.- Inmunoprecipitación y electroforesis
Para el marcaje de superficie con 125í las células previamente lavadas con RPMI se
resuspendieron en PBS, PMSF 0.2 mM a una dilución de 1 X106 células ¡mí; se
añadieron 200 gl de lactoperoxidasa (1 mg /ml en PBS), 1 mCi de 125i y 20 gí de H202,
y se incubo 5 mm en hielo.
Las células marcadas se lavaron con PBS IPMSF y se lisaron con solución de
lisis en condiciones de asociación (PBS pH 7.4, 1% triton, 3 mM PMSF, 1 mM 0a012,
1 mM MgCl2, 1% BSA, aprotinin, leupeptin, pepstatin) y disociación (PBS pH 7.4, 2%
triton, 3 mM PMSF, 1 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 1% BSA, aprotinin, leupeptin,
pepstatin) del heterodímero «¡3(30 mm a 400); los sobrenadantes se preincubaron con
complejos de anticuerpos irrelevantes unidos a proteína A y posteriormente con complejos
“proteína A -IgG -Ac específico” durante toda la noche a 400. Finalmente, los
inmunoprecipitados se analizaron por SDS-PAGE y autoradiografía.
3.8.- Reactivos
A continuación, se citan los reactivos empleados así como la empresa que los
comercializa: Acido Acético (Merck 62), Acido Cítrico (Merck 244), Acrilamida (BIO-
RAD 161-0101), Aprotinina (Sigma A-l 153), Azul de toluidina (Sigma T-3260), Azul
Coomasie (BIO-RAD 6104-59-2), BSA (Sigma A-4503), Cl2Ca (Merck 2382), ClH
(Merck 317), Cl2Mg (Merck 5833), Cl2Mn (Merck 5934) CNBr-activated Sepharose 4B
(Pharmacia 17-0430-01), CM Sephadex 0-50 (Pharmacia), Colágeno Tipo 1 (Sigma 0-
9791), DEAE Sephacel (Pharmacia 17-0500-03), 3-3-Diaminobenzidina-Tetrahidro-
Clorhidrico (Huca 32750), DMSO (Merck 2951), EDTA (Boehringer 808261), Etanol
(Merck 987), Gelatin-Sepharosa 4B (Pharmacia 17-0900-93), Glicina (BIO-RAD 161-
0718), Glutaraldehido (Merck 820603), Heparina-Sepharosa CL6B (Pharmacia 17-0467-
01), Hepes Buffer (Flow 88449), Immuno-Precipitin (BRL 9321SA), Lactoperoxidasa
(Boehringer 107174), Laminina (Sigma), Metanol (Merck 6009), OPD (Dalco S-200),
Pepsina (Merck 7192), Persulfato Amónico (BIO-RAD 161-0700), Phalloidin-TRITC
(Sigma P-5157), PMA (Sigma P-8139) PMSF (Sigma P-7626), SDS-PAGE Standards
(BIO-RAD 161-0309).
4.- RESULTADOS
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RESULIADQS
4.1,- Análisis de los fragmentos de fibronectina
Como ya se ha señalado en el capitulo de materiales y métodos, los fragmentos de
fibronectina utilizados a lo largo del desarrollo de esta tesis (fig.4.l) se han obtenido a
partir de la digestión de Fn plasmática bajo distintas condiciones de tratamiento
enzimático. Estos fragmentos se han sometido a riguroso control de pureza por técnicas
de ELISA, “Western blots” y secuenciación de aminoácidos. Los tres subapartados
siguientes se dedican a la descripción detallada de todos los fragmentosempleados en este
trabajo.
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Fig.4.1.- Representación esquemática de la En plasmática y los
fragmentos obtenidos por digestión con tripsina. Se muestran las dos
cadenas A y B que constituyen la Fn, así como los dominios biológicamente
activos; ambas cadenas difieren en la región 11105 (en negrita) que está sólo
presente en la cadena A. La flecha indica los fragmentos de 29, 80, 58, 38 y 31
kDa (en punteado) utilizados en este trabajo. Además se indican las secuencias
CS1, CS2, y CS3 que pertenecen a la región IIICS contenida en el fragmento de
38kDa.
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4.1.1.- Fragmentos que contienen la región carboxilo-terminal de En
(fragmentos 38 kDa y 58 kDa).
Los fragmentos de Fn de 38 y 58 kDa (Fig.4.2) obtenidos como se menciona en el
capítulo de materiales y métodos por digestión con tripsina y posterior purificación,
proceden de la región carboxilo-terminal de Fn.
58 kDa
38 kDa
SITIOS ACTIVOS UNION Aa4tSl
III: YRVRVTPKEKTGPMKE NO
IV: SPPRRARVT NO,?
Mi: IDAPS SI
V: WOPPRARI NO,?
U: YEKPGSPPREVVPRPROGV SI
II: KNNQKSEPLIGRKKT SI
CS1: LHGPEILDVPST SI
Fig .4.2. - Representación esquemática de los fragmentos de Fn de 38
y 58 kDa. Se indican las unidades de homología tipo III que constituyen ambos
fragmentos así como la numeración correspondiente a cada una de ellas; las
unidades de tipo 1 sólo aparecen en el fragmento de 58 kDa (Hynes, 1990). Los
fragmentos de 38y58 kDa procedende la cadena A y B de la Fn respectivamente.
El fragmento de 58 kDa contiene, entre los dominio Hep II y Fib II, una unidad de
homología tipo III con un grupo sulfidrilo libre. El fragmento de 38 kDa contiene
el dominio Hep II y parte de la secuencia 11105.También se indica la posición y la
secuencia de los sitios activos descritos para el dominio Hep II y parte de la región
11105, así como la capacidad de interaccionar con la integrina ci4jil. CS-l sólo
está presente en el fragmento de 38 kDa mientras los sitios Hí, 1,11,111, IV y V
están en ambos fragmentos.
HepII—*-
III IV H1VIIICS1
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Ambos fragmentos contienen el dominio Hep II de Fn y presentan la misma secuencia N-
terminal: TAGPDQTEMTIECS. El fragmento de 38 kDaademás contiene los primeros 67
aminoácidos de la región IIICS, incluyendo la secuencia 05-1 que es un ligando de ct4 331
(García-Pardo el al. 1987). Nuestros datos, (ver apartado 4.2 de los resultados)
demostraron claramente que el fragmento de 38 kDa procede de la cadena A y que el
fragmento de 58 kDa carece de la región IIICS y por tanto procede de la cadena B de Fn.
Hasta entonces la asignación de los fragmentos de 38 y 58 kDa alas cadenas A y B de Fn
respectivamente, se basaba en datos indirectos como los pesos moleculares y la
especificidad de la tripsina en la digestión de la molécula de En (Wayner et al. 1989;
Ferreira et al. 1990; García-Pardo et al. 1990). Así, el fragmento de 38 kDa contiene los
sitios activos Hep 11 y 05-1 capaces de mediar adhesión: Hep II y 05-1, mientras que el
fragmento de 58 kDa contiene sólo uno: Hep II (fig.4.2). La localización de las
secuencias conocidas dentro del dominio Hep II de Fn descritas como mediadoras de
adhesión celular (Humphries et al. 1987; McCarthy e! al. 1988; Mould et al. 1991; lida et
al. 1992) se muestra en la figura 4.2. Sólo Hí, 1 y II interaccionan con la integrina ct4131.
4.1.2.- Fragmentos que contienen la región central de Fn (fragmento de
80 kDa).
Al igual que los fragmentos de 38 y 58 kDa, el fragmento de 80 kDa procede de la En
plasmática por digestión enzimática con tripsina y posterior purificación. El fragmento de
80 kDa procede de la región central de las cadenas A y B de Fn, y ocupa una posición
contigua a los fragmentos de 38 y 58 kDa en la molécula de En. Como se puede apreciar
en la figura 4.3 el fragmento de 80 kDa contiene un dominio de unión aheparmna y DNA,
así como la región de unión celular que contiene los sitios sinergísticos dependientes de
ROD y la secuencia RGD (Yamada, 1991).
La digestión con pepsina del fragmento de 80 kDa nos permitió obtener
fragmentos de 40/45 y 15 kDa (fig.4.3), muy útiles en el estudio de la interacción celular
con la región central de Fn; sólo el fragmento de 15 kDa contenía la secuencia ROO,
como pudimos comprobar por ELISA y “Westem Blot” utilizando el Acm N-295 dirigido
contra esta región de Fn (Mc.Donald et al. 1987). El fragmento de 15 kDa presentaba la
secuencia N-terminal: IGQQ, correspondiente al fina] de la unidad de repetición 1fl9. Los
fragmentos de 40/45 kDapresentaban las secuencias:
1.- VLV(R)WTPP, correspondiente a la unidad 1115, empezando en el residuo 18.
2.- IQVLRDGQ, que corresponde al fmal de la unidad 111-6.
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Fig4.3.- Representación esquemática del fragmento de Fn 80 kDa.
En la figura se indican, las unidades de homología tipo III numeradas, que
constituyen este fragmento. También se muestran los dominios de unión
DNA/Heparina y el dominio de unión celular que contiene la secuencia ROD y los
sitios sinergísticos. Las flechas horizontales inferiores indican el comienzo y el
final de los fragmentos de 40/45 y 15 kDa; sólo el fragmento de 15 kDa contiene
la secuencia RGD.
4.1.3- Otros fragmentos de Fn.
Además de los fragmentos mencionados se han utilizado los fragmentos de Fn de 200 y
190 kDa y los ragmentos de 29 y 31 kD.
Los fragmentos de 200 y 190 kDa se obtienen por digestión suave con tripsina de
la Fn plasmática y corresponden a la cadena A y B respectivamente menos los dominios
N-terminal y 0-terminal de 6 kDa (García-Pardo et al. 1987).
Los fragmentos de 29 y 31 kDa se obtienen por digestión suave con tripsina a
partir de la Fnplamática (vermateriales y métodos) y proceden de las regiones N-terminal
y 0-terminal respectivamente (Fig.4. 1). La secuencia N-terminal del fragmento de 29 kDa
es: CEAQQMVQPQSP, y del fragmento de 31 kDa es: HRPRPYPPNV.
4.2.- Estudio de la interacción de leucocitos con la región carboxilo-
terminal de Fn; estudio de nuevos sitios adherentes, sus receptores en
leucocitos humanos y su regulación
4.2.1- Obtención de dos nuevos Acmns antj-fibronectina, FXFlI y P3D4.
Identificación de los sitios de unión
Sitios sinergisticos RGOS
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De acuerdo con los objetivos últimos de esta tesis y como primera aproximación para
abordar el estudio de la interacción leucocito-Fn se obtuvieron dos anticuerpos
monoclonales anti-Fn. Estos Acms, denominados PíFí 1 y P3D4, están dirigidos contra
la región carboxilo-terminal de la fibronectina y se han utilizado como herramientas de
trabajo a lo largo del desarrollo de esta tesis.
Los Acms PíFil y P3D4 se obtuvieron utilizando los protocolos de inmunización
habituales previamente descritos (Wayner et al.1989). El PíFil se obtuvo por
inmunización con CS-1 y el P3D4 por inmunización con el fragmento de 38 kDa. Para
determinar la especificidad de estos Acms, se llevaron a cabo ensayos de ELISA con
cantidades equimoleculares de los siguientes sustratos: Fn intacta, fragmentosde 80, 58 y
38 kDa de Fn. Los resultados indicaron que:
- el Acm P3D4 reaccionaba de una forma dosis-dependiente con Fn intacta y los
fragmentos de 38 kDa y 58 KDa (Fig.4.5A) pero no reconocia el fragmento de 80 kDa
(datos no mostrados).
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Fig.4.5.. Representación gráfica del análisis por ELISA de la
reactividad de los Acms P3D4 (A) y PUlí (B) con Fn y los
fragmentos de 38 y SS lcDa. Los pocillos se tapizaron con las siguientes
cantidades de sustrato: 5 ~¡gde Fn, 2 ~xgde 58 kDa y 1 gtg de 38 kDa. A
coptinuación, los pocillos se incubaron con las diluciones de los Acms P3D4 o
PíFí 1 que se indican en la figura. La técnica de cuantificación de estos ensayos de
ELISA se indica en el capítulo de materiales y métodos. Los valores representan la
media de dos experimentos distintos. Cada experimento se realizó porduplicado.
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- el Acm PlFll reconoce la secuencia CS-I inmovilizada (no mostrado) como 
cra de esperar ya que el péptido CS- fue cl inmunógeno utilizado para la obtcnci6n de 
este Acm. Sin embargo, era importante determinar si este Acm era capaz de reconocer 
dicha secuencia en la molécula de Fn y sus fragmentos. Como muestra la figura 4.58, 
este Acm reacciona con el fragmento de 38 kDa pero no rcconocc la Fn intacta. No 
reacciona con el fragmento de 58 kDa. 
Los resultados obtenidos por ELISA se confirmaron por- tecnicas dc “Weslcrn 
blots” utilizando Fn y sus fragmentos (Figuras 4.6 y 4.7): 
- cl Acm P3D4 reacciona con los fragmentos de 58 kDa (Fig.4.6, panel derecho, 
carril 2) y 38 kDa (carril 3), pero no con el fragmento de 80 kDa (carril 1); también 
reconoce la Fn intacta (panel izquierdo, carril 1) y los dos fragmentos de 200 y 100 kDa 
(carril 2). Estos resultados evidencian que cl Acm P3D4 reconoce un determinante 
antigénico común a los dos fragmentos que contienen cl dominio Hep II (5X y 38 kDa) y 
a ambas cadenas de Fn iA y B). 
Coomassie P3D4 Coomassie P3D4 
blue blue 
Fig.4.6.- Análisis por “Western blot” de la reactividad del Acm 
P3D4 con Fn y sos fragmentos. Sc utilizaron geles de acrilamida al 10% 
para los fragmentos de 80 kDa, 58 kDa y 38 kDa (panel derecho, carriles l-3 
respectivamente); y geles de acrilamida al 5% para Fn y fragmentos de 200 kDa + 
190 kDa (panel izquierdo, carriles l-2 respectivamente). Los geles se transfirieron 
a membranas de nitrocelulosa que se tiñeron con azul Coomassic o se incubaron 
con una diluci6n 1:200 del Acm P3D4. Las membranas incubadas con el Acm 
P3D4 se revelaron con IgG de cabra anti-ratón marcada con peroxidasa. 
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- cl Acm PlFll reacciona con el fragmento de 38 kDa (Fig.4.7, pancl dcrccho, 
carril 3) pero no con cl fragmento de 5X kDa (carril 2). ni cl fragmento de 80 kDa (carril 
1). Estos resultados claramcntc indican que cl Acm PI Fl 1 rcconocc un sitio presenle 
exclusivamente cn cl fragmento de 38 kDa. Tcnicndo cn cuenta los pesos molccularcs y 
especificidad dc rotura de la tripsina, SC había asumido previamente que los fragmentos de 
38 kDa y 5X kDa procedían de las cadenas A y B dc Fn rcspectivamcntc (Wayncr ct al., 
1989; Ferreira et al., 1990; García-Pardo ct al., 1990). Si esto fuera correcto, el Acm 
PIFI 1 rcconoceríta un sitio antigénico que debiera estar pl-csente en la cadena A de Fn y 
ausente en la cadena B. Por ello, SC estudi6 la reactividad de PlFI 1 con los fragmentos 
de 200 y 190 kDa. Como muestra la ligura 4.7, panel izquierdo, PIFI 1 reacciona con el 
fragmento de 190 kDa pero no con cl fragmento de 200 kDa (carril 2). El Acm PIPI 1 
&mbiCn reacciona, aunque dbbilmcnte, con la Fn intacta (carril 1), probablcmcnte debido 
a la ccmcentraci6n molar relativa de CS- en la Fn comparada con el fragmento de 3X kDa 
o quiza debido a que CS- no SC cncucntx completamente expuesto cuando cstií prcsentc 
cn la molécula intacta. 
Todos estos resultados dcmucstran claramente que: cl ,\cm PIFI 1 que se obtuvo 
frcntc al ptiptido CS- I, es capaz dc wonocer esta secuencia t;Lnto cn cl Iragmcnto dc 3X 
kDa como en la cudcna A dc Fn. Asimismo, estos datos IIILICSLI‘~~ delinitivamcn~c que cl 
l’ragmcnto de 5X kDa carccc de la secuencia CS-I y confirman que cstc Iragmcnrc proccdc 
de la cadena B dc Fn. 
Coomassie 
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PlFll Coomassie PlFll 
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Fig.4.7.- Aoálisis por “Western blot” de la reactividad del Acm 
PlFll con Fn intacta y fragmentos de 200+190 kDa. Se utilizaron gclcs 
de acrilamida al 10% para los fragmentos dc 80 kDa, 58 kDa y 3X kDa (pancl 
derecho, carriles 1-3 respectivamente); y al 5% para Fn y fragmentos de 200 
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+190 kDa (panel izquierdo, carriles 1-2 respectivamente). Los geles se
transfirieron a membranasde nitrocelulosa que se tiñeron con azul Coomassie o se
incubaron con una dilución 1:500 del Acm PíFil. La técnica de revelado de las
membranas incubadas conel Acm PIFI 1 fue como se indicaen la figura 4.6.
A continuación llevamos acabo estudios funcionalescon estos Acms. Como se ha
citado, la adhesión de los linfocitos a la región carboxilo-terminal de Fn está mediada por
el dominio Hep 11 y la secuencia 05-1 (Bernardi et al. 1987; McCarthy et al. 1988;
Wayner et al. 1989; García-Pardo et al. 1990a, 1990b). Como se ha señalado, el dominio
Hep II está presente en los fragmentos de 38 y 58 kDa mientras que la secuencia OS- 1
está solamente en el fragmento de 38 kDa. Así el fragmento de 38 kDa es más eficaz que
el fragmento de 58 kDaen su capacidad de inducir adhesión celular (Ferreira et al. 1990,
García-Pardo et al. 1990). Los resultados anteriores (Fig.4.5,4.6 y 4.7) prueban que los
Acms P3D4 y PíFí 1 reconocen el dominio Hep II y la secuencia 05-1 en En
respectivamente, de forma que es posible evaluar la contribución de ambos sitios (Hep 11/
CS-1) en la adhesión de los linfocitos a Fn utilizando estos Acms. Para ello, estudiamos
la adhesión a Fn y sus fragmentos en presencia de los Acms P3D4 y PíFí 1 usando como
modelo la línea celular linfoide B Ramos. La figura 4.8 muestrs que el Acm P3D4 inhibe
en un 95% la adhesión de las células a Fn o al fragmento de 58 kDa, y en un 70-80% la
adhesión al fragmento de 38 kDa. El Acm PiFiJ produce sólo una inhibición parcial
(19-20%) de la adhesión celular a En o al fragmento de 38 kDa, aunque inhibe
completamente la adhesión al péptido sintético CS-1 (no mostrado)
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Fig4.8.- Efecto de los Acms P3D4 y PiFII en la adhesión de
células Ramos a En y sus fragmentos. Los pocillos se tapizaron con
fragmentos de 38 kDa (0,lSpg/cm2), 58 kDa (Sgg/cm2) o En (l0~tg/cm2) y se
Fn 58 RDa 38 RDa
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incubaron con los Acms 30 minutos a temperatura ambiente antes de añadir las
células; los pocillos considerados como control (100% adhesión) se incubaron con
un Ac irrelevante. Los valores representados corresponden a la media de tres
experimentos independientes.
La incubación simultánea de ambos Acms produjo una inhibición del 95% de la
adhesión al fragmento de 38 kDa aunque no aparece representado en la gráfica. En estos
experimentos se utilizó como control un anticuerpo policlonal anti-3 8 kDa que inhibió
completamente la adhesión a Fn, así como a los fragmentos de 58 y 38 kDa (Fig.4.8).
4.2.2.- Reconocimiento del dominio Hep II por la integrina «4131 en
distintas poblaciones celulares
De acuerdo con lo ya señalado anteriormente, la adhesión de los leucocitos a la región
carboxilo-terminal de Fn implica el reconocimiento de la secuencia CS- 1 y del dominio
Hep II, aunque los sitios activos dentro de este dominio aún no se han identificado
plenamente. Tanto los linfocitos T como los B, unen los fragmentos de Fn de 38 kDa que
contiene 05-1 y Hep II y 58 kDa que contiene sólo Flep II a través de la integrina cx4 ¡31,
siendo 05-1 la secuencia más activa en su capacidad de mediar adhesión (Wayner et al.,
1989; García-Pardo et al., 1990a, 1990b). Por el contrario, las células monocíticas unen
el fragmento de 38 kDa via a4¡31 pero no reconocen el fragmento de 58 kDa (Ferreira et
aL, 1990), esto es, reconocen la secuencia CS-1 pero no el dominio Hep II.
En este trabajo se ha profundizado en el estudio de la interacción de los leucocitos
con estas dos regiones de Fn: Hep II y CS-1. La figura 4.9 muestra el perfil de adhesión
de algunas células linfoides y monociticas a los fragmentos de Fn de 38 y 58 RDa
inmovilizados en placas de 96 pocillos. La línea celular T HUT-78 (fig.4.9A), la línea
celular B Ramos (fig.4.9B) y la línea premonocítica U937 (fig.4.9C) se unieron al
fragmento de 38 kDa de forma dependiente de dosis, confirmando así los datos
publicados previamente (Wayneret al., 1989; García-Pardo et al., 1990a, 1990b; Ferreira
et al., 1990). Asimismo, las células HUT-78 y Ramos se unieron eficientemente al
fragmento de 58 kDa, mientras que las células U937 fueron incapaces de reconocer dicho
fragmento de Fn (fig.4.9).
Como puede apreciarse (fig. 4.9) el fragmento de 38 kDa resulta ser un sustrato
más eficiente en su capacidad de mediar adhesión que el fragmento de 58 kDa para las
lineas celulares estudiadas; experimentos anteriores utilizando fragmentos marcados
radiactivamente (García-Pardo et al., 1990a), demostraron que las diferencias
cuantitativas observadas respecto ala capacidad de inducir adhesión celular del fragmento
de 58 kDa versus 38 kDa, así como la incapacidad del fragmento de 58 kDa de mediar
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adhesión de células monociticas no se deben a una adsorción deficiente del fragmento de
58 kDa al plástico.
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Fig.4.9.- Adhesión de células linfoides y nionociticas a los
fragmentos de Fn de 38 y 58 kDa. A: células HUT-78 (línea linfoblastoide
19, B: células Ramos (linfoblastoide B), y C: células U937 (línea premonocítica).
Cada pocillo se incubé con 100 gí de la concentración indicada del fragmento
correspondiente y se añadieron 5x104 células por pocillo. Después de una
incubación de 30 minutos a 370C, las células unidas al sustrato se tiñeron y
cuantificaron según se indica en el capítulo de materiales y métodos. Los valores
de la figura 4.9 representan la media de tres experimentos diferentes que se
realizaron por duplicado en cada caso. Los valores de las ordenadas indican el
porcentaje de células que permanecen adheridas tras los lavados respecto al total
de células añadidas por pocillo, habiendo restado el valor de los blancos (pocillos
tapizados con BSA).
Se estudiaron también otras líneas celulares como Jurkat (línea T), JY y CESS
(lineas B), así como THP-l y HL-60 (lineas monocfticas). Los resultados de estos
ensayos de adhesión fueron los mismos que los que se muestran en la Fig.4.9.
Con relación a los receptores celulares implicados en el reconocimiento de la
región carboxilo-terminal de Fn, resultados anteriores obtenidos con Acms dirigidos
contra las subunidades a y ¡3 indicaban que la integrina a4j3 1, como ya se ha
mencionado, podría funcionar no sólo como receptor del fragmento de Fn de 38 kDa
sino también como receptor del fragmento de 58 kDa (Wayner et al. 1989; García-Pardo
et al. 1990a; Wayner et al. 1992). Sin embargo, quedaba por establecer si los epítopos de
la subunidad a4 definidos como responsables del reconocimiento del fragmento de 38
kDaestaban también implicados en la interacción con el fragmento de 58 kDa, es decir, si
existía una relación epitopo/región de Fn diferencial. Por ello, se llevaron a cabo ensayos
1 10 100 1000 .1 1 10 100 1000 1
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de adhesión celular a los fragmentos de Fn de 38 y 58 kDa, en presencia de Acm(s)
contra los distintos epitopos descritos para la subunidad a4. La figura 4.lOA muestra los
resultados obtenidos con los Acms HP1/1, HP2/l, y HP2/4 dirigidos contra los epítopos
A, Rl y B2 de la subunidad a4, respectivamente (Pulido et al. 1991); como puede
apreciarse los distintos Acms inhiben de igual modo la adhesión de las células Ramos (y
HUT-78 aunque no se muestra en la figura) a los fragmentos de 58 y 38 kDa, esto es, el
patrón de inhibición es el mismo (Rl > B2 > A).
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Fig.4.1O.- Inhibición de la adhesión de células linfoides a
fragmentos de Fn inmovilizados con Acms anti.a4 o fragmentos de
Fn solubles. A: las células Ramos se preincubaron -1 h a 40C- con los Acms
anti-epitopo A (HPI/l), Bló (HP2/1) y B2 (HP2/4) de la cadena «4, y se
añadieron a pocillos previamente tapizados con los fragmentos de 38 kDa (0,38
gg/cm2) (círculos blancos) 6 58 kDa (5 gg/cm2) (círculos negros). B: las células
HUT-78 se preincubaron -30 mm. a temperatura ambiente- con las
concentraciones indicadas de los fragmentos de 38 y 58 kDa, y se añadieron a los
pocillos tapizados con el fragmento de 58 kDa (5 ~tg/cm2). En ambos
experimentos las células adheridas se cuantificaron según lo descrito en los
materiales y métodos. Los valores representados indican el porcentaje de células
adheridas respecto al control (sin inhibidores); el valor medio de células adheridas
en los controles fué 6.000 (A) y 14.000 (B).
Estos últimos resultados (fig.4. lOA) parecían indicar que la secuencia CS- 1 (sólo
en 38 kDa) y el dominio Hep 11(58 kDa) interaccionaban con regiones próximas en la
integrina «4131; además, fragmentos solubles de 38 kDa (contienen CS-1 y Hep II) eran
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capaces de inhibir la adhesión celular al fragmento de 58 kDa inmovilizado, confirmando
así dicho supuesto. Como puede apreciarse en la figura 4.lOB, la preincubación de
células HUT-78 (y Ramos, aunque no está representado) con fragmentos solubles de 38
kDa (contiene CS- 1 y Hep II) inhiben la adhesión de estas células al fragmento de 58 kDa
mientras que el fragmento soluble de 58 kDa (sólo contiene Hep II) inhibe parcialmente
(30%) la adhesión.
Todos estos datos sugerían que la integriina «4131 está presente en células linfoides
como una forma capaz de reconocer la secuencia CS-1 y el dominio Hep LI, mientras que
«4131 se expresaen células monociticas como una forma capaz de reconocer sólo el sitio
CS-1. Además, como se verá más adelante, nuestros resultados mostraban que las celulas
linfoides T extraídas de sangre periférica de donantes sanos se comportaban igual que las
células monociticas; es decir, no unían de forma constitutiva el fragmento de 58 kDa
aunque si unían el fragmento de 38 kDa vía «4131. Por tanto se puede concluir que el
reconocimiento de los distintos sitios de adhesión de Fn es dependiente del tipo celular.
4.2.3.- Efecto de la diferenciación y la activación celular en el
reconocimiento del dominio Hep II
Ferreira y col. (1991), habían mostrado que la diferenciación de las células U937 afectaba
la expresión superficial de las integrinas «5131 y a4j31, así como la unión de estas células
alos fragmentos de Fn de 80 kDa -contiene la secuencia ROD- y 38 kDa -contiene el sitio
CS-1-. En base a esto, decidimos estudiar si era posible inducir el reconocimiento del
dominio I-Iep II en células monociticas, es decir, si era posible promover adhesión al
fragmento de 58 kDa -sólo contiene Hep II-, y si esta unión tenía lugar a través de la
integrina «4131. Utilizamos la línea celular promonocítica U937 para determinar si los
ésteres de forbol (PMA) que inducen diferenciación y/o activación de estas células tenían
algún efecto en la inducción del reconocimiento del dominio Hep II.
Como se muestra en la Fig.4. 11 el tratamiento con PMA (5 ng/mí, 48h) indujo la
adhesión de las células U937 al fragmento de 58 kDa de forma dependiente de dosis. Está
demostrado que en estas condiciones el PMA induce la diferenciación de células U937 a
un estado de maduración similar al de los monocitos.
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Fig.4.11.- Efecto del tratamiento con PMA sobre la adhesión de
células U937 al fragmento de 58 kDa inmovilizado. Las células en
reposo -cuadrados negros- o las células tratadas con PMA durante 48h (10 ng/mí)
-cuadrados blancos- o 20 mm. (50 ng/mí) -círculos negros- se añadieron a pocillos
tapizados previamente con 100 jil de las concentraciones indicadas del fragmento
de 58 kDa. Tras 30 minutos de incubación, las células adheridas se cuantificaron
como ya se ha descrito. Las determinaciones se hicieron por duplicado y los
valores que se muestran son la media de tres experimentos separados. Los valores
de las ordenadas representan el porcentaje de células adheridas respecto al total de
células añadidas por podilío (5x 10~).
Estos resultados sugerían que la diferenciación de las células U937 se podría
asociar a la conversión de «4131 en una forma más activa capaz de reconocer el dominio
Hep II. Sin embargo, teniendo en cuenta el periodo de tiempo transcurrido (48 h) y la
gran cantidad de cambios que sufren las células U937 durante su proceso de
diferenciación (Minta et al. 1985) no resultaba posible, en principio, descartar la
contribución de otros factores que pudieran estar afectando a las propiedades de adhesión
de estas células. Para eludir este inconveniente se estudió el efecto de tratamientos cortos
con PMA (50 ng/mí, 20 mm.) sobre la adhesión de las células U937 al dominio Hep II.
En estas condiciones el PMA induce activación pero no diferenciación celular. Como se
muestra en la Figura 4.11, el efecto de la activación en adhesión celular fue aún mayor
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que el obtenido por tratamiento largo con PMA, descartando así la contribución de otros
factores que se podrían inducir en el proceso de diferenciación celular. También se
estudiaron las lineas celulares monocíticas HL-60 y THP-1, aunque no se muestran en las
gráficas, obteniéndose resultados similares en adhesión al fragmento de 58 kDa.
Para confirmar la implicación de la integrina «4131 en el reconocimiento inducido
del dominio Hep II, llevamos a cabo ensayos de adhesión con células U937 tratadas con
PMA en presencia de distintos Acms dirigidos contra los ya citados epítopos de la
subunidad «4. Los Acms anti-a4 inhibieron de forma eficiente la adhesión celular al
fragmento de 58 kDa, obteniéndose un patrón de inhibición para los epítopos A, Rl, y
B2 de «4 equivalente al observado para la inhibición de la adhesión de las células Ramos
a los fragmentos de 38 kDa (08-1 y Hep II) y 58 kDa (datos no mostrados).
Por otra parte para establecer si el tratamiento con PMA afectaba el patrón de la
expresión relativa de los epitopos de «4 (A, BI,B2 y C). se analizaron por
inmunofluorescencia las células U937 en reposo y tratadas con PMA (48h), utilizando el
panel de Acms descrito previamente. Como se indica en la tabla 1 no se observó ningún
cambio en la expresión relativa de los epitopos de «4 después del tratamiento celular con
PMA, sólo una disminución de la expresión de todos ellos. Aunque no se muestra en la
tabla, los tratamientos breves con PMA no produjeron ningún cambio en la expresión
superficial de «4131, lo que podría explicar que el aumento de la adhesión al fragmento de
58 kDa es mayor a tiempos cortos de tratamiento (ver Fig.4. 11).
TABLA]
Expresión de los epítopos de «4 en células U937 en reposo o tratadas con PMA
Anticuerpos
Intensidad Media de Fluorescencia
U937 PMA-U937
HP1/1 (A) 115,2 105,2
HP2/1 (Bí) 107,8 94,1
HP2/4 (B2) 125,9 110,5
B-5G10 (C) 128,9 95,8
HCl/l (CD11c) 34,2 63,0
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Estos resultados apoyan el concepto de que el reconocimiento del dominio Hep Il 
por ~~481 es dependiente del estado dc activación de esta integrina. Sin embargo, cs 
tambicn concehihle que la difcrentc funcionalidad de a4pl en células linfoides y 
monocíticas sea debido además a alguna difcrcncia bioquímica. Para estudiar esta 
posibilidad llevamos a cabo ensayos de inmunoprccipitación y análisis por SDS-PAGE. 
Como ya se ha mencionado, la intcgrina (~401 está compuesta por la cadena ct4 dc 150 
kDa y la cadena pl dc 130 kD asociadas de forma no cavalente; sin embargo, “in vivo” la 
subunidad a4 pucdc degradarse proteoliticamentc lo que produce la aparición dc 
polipéptidos de 80 y 65 kDa en preparaciones puras de a4fil. La figura 4.12 muestra los 
resultados de las inmunoprccipitacioncs utilizando Acms anti-PI y ami-a4 para las cclulas 
Ramos, UY37 y UY37 tratadas con PMA (48h). Las subunidades a4 y pl de las células 
Ramos y UY37 mostraron una movilidad clcctroforética diferente. Los resultados aquí 
obtenidos muestran un patrón de rotura dc ~4 diferente para las distintas líricas cclularcs: 
a4 aparece cn la forma intacta de 150 kDa (Ramos, linea a) y como una mezcla de las 
formas 1x4/150 y a4/80,70 ( UY37, PMA-UY37; lineas h y c). Utilizando Acms anti- 
fil, ademas de la forma intxtza dc 1.50 kDa, la forma inîrecuentc dc 180 kDa SC dctcctó 
para UY37 (linea b) pero no para PMA-UY37 (linea c). La forma dc 180 kDa no SC 
observó al utilizar Acms anti-a4. Estos resultados podrían sugerir algunas difcrcncias cn 
a4l?il cntrc las distintas lineas cclulüres; sin embargo, resulta dificil interpretarlos puesto 
que no SC ha podido demostrar yuc estas formas estCn directamcntc relacionadas con cl 
rcconocimicnto diferencial dc distintos ligandos dc Fn. 
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Fig.4.12.- Inmunoprecipitación y análisis por SDS-PAGE de la 
integrina ct4pl en células Ramos (línea a), U937 (b) y PMA-UY37 
(c). Las cC1ula.s marcadas con 1251 se lisaron en condiciones de asociación. Los 
inmunoprecipitados con el Acm ami-p1 TS2/16 se analizaron por SDS-PAGE. 
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4.2.4.- Regulación del reconocimiento del dominio Hep II a través de la
subunidad 131 de las integrinas
Recientemente se ha demostrado que ciertos Acm dirigidos contra la subunidad ¡31
son capaces de regular la funciónde las integrinas de esta familia (Arroyo et al. 1992; Van
de Wiel-van Kemenade et al. 1992; Kovach et al. 1992; Wayner et al. 1992). Por tanto
decidimos evaluar el efecto de tales Acms en el reconocimiento del dominio Hep JI por
células monocíticas. Para ello, estudiamos la adhesión al fragmento de 58 kDa de líneas
celulares monocíticas tratadas previamente con dichos Acms. Utilizamos los Acms anti-
¡31 TS2/16 y Alex 1/4 (Arroyo et al. 1992); TS2116 es un Acm activador capaz de
aumentar la afinidad de las integrinas 131 por sus ligandos, Alex 1/4 es un Acm neutro que
no afecta la función de las integrinas. La figura 4.13A muestra la adhesión al fragmento
de 58 kDa de las líneas monocíticas THP-1, U937, y HL-60. La cuantificación de este
ensayo indicó que el 16-20% de las células inicialmente añadidas se unen específicamente
a esa concentración de 58 kDa tratandose de células preincubadas con el Acm TS2/16. Es
decir, el Acm TS2/16 induce el reconocimiento del fragmento de 58 kDa que sólo
contiene el dominio Hep II. Al comparar las figuras 4.11 y 4.13B se puede observar que
los valores de adhesión obtenidos con el Acm TS2/16 y tras el tratamiento celular con
PMA de U937 son similares.
Fig.4.13.-(’ver página siguiente) A.- Efecto de los Acm(s) TS2/16 y
Alex 114 sobre la adhesión de las células monocíticas U937, THP-1
y HL-60 al fragmento de 58 kDa. Las células fijadas, se Uñeron con azul de
toluidina 0,1% y se fotografiaron. Las células tratadas con TS2/16 se unen
eficientemente al fragmento de 58 kDa (Hep II) mientras las células tratadas con
Alex 1/4 o en reposo no se unen. B .- Inducción de adhesión celular al
fragmento de En de 58 kDa por Acms y cationes divalentes Mn2 +
para distintas células. Los pocillos se incubaron con 100 u~ del fragmento de
58 kDa (38 ~tg/ml,0,6 nmol). Las células monociticas (THP-1, U937, HL-60) y
LT de sangre periférica en reposo, pretratados con el Acm TS2/16, el Acm Alex
1/4 o Cl2Mn lmM se añadieron a los pocillos y se incubaron durante 30 mm a
370C. Las células adheridas se cuantificaron como ya se ha mencionado. Los
valores representados son la media de dos experimentos cada uno de los cuales se
realizó por duplicado y corresponden al porcentaje del total de células añadidas.
Resting +Ale 
arli 
u937 
q Mn2+ 
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Siniultaneaniente, se realizaron ensayos de adhesión celular al fragmento de Fn de
38 kDa, con el fin de comparar el nivel de adhesión inducida al fragmento de 58 kDacon
la adhesión constitutiva al fragmento de 38 kDa. La figura 4.14 muestra que la adhesión
constitutiva de las lineas celulares THP- 1, U937 y I-IL-60 también aumenta cuando las
células se preincuban con el Acm TS2/16. El Acm Mex 1/4 no tiene ningún efecto.Estos
resultados denotan que el Acm T52/16 aumenta la ahesión constitutiva de estas células,
afectando así la interacción de «4131 con sus dos ligandos de Fn (Hep Uy CS-1). Resulta
interesante comprobar que a la misma concentración molar -0,6 nmol y 0,5 nmol del
fragmento de 58 kDa (fig.4.13) y de 38 kDa (fig.4. 14), respectivamente- el nivel de
adhesión inducida al fragmento de 58 kDa es similar al nivel de adhesión constitutiva al
fragmento de 38 kDa para cada línea celular.
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Adhesión al fragmento de 38 kDa
Fig.4.14.- Aumento de la adhesión celular al fragmento de Fn de 38
kDa por Acms y cationes divaientes Mn2+ en distintas células. Los
pocillos se incubaron con 100 gí del fragmento de 38 kDa (19 jtg/ml, 0,5 nmol).
Las células pretratadas con el Acm 152/16, el Acm Mex 1/4 o Cl2Mn lmM, se
añadieron a los pocillos y se incubaron durante 30 mm a 370C. Las células
adheridas se cuantificaron como ya se ha mencionado. Los valores representados
son la media de dos experimentos separados realizados por duplicado y se
expresan como porcentaje del total de células añadidas por pocillo.
THP-1 U937 HL-fo células T
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Para confirmar la implicación de la integrina cc4jll en la adhesión inducida por el
Acm TS2/16 al fragmento de 58 kDa, se realizaron ensayos de inhibición de adhesión
celular a este fragmento con Acms anti-a4. Como muestra la figura 4.15 la incubación
con el Acm anti-«4 HP2I1 de células monocíticas previamente tratadas con el Acm
TS2/16 inhibe totalmente la adhesión de estas células al fragmento de 58 kDa (y de 38
kDa, no representado). El Acm anti-cx5 PIDE no tiene ningún efecto inhibidor,
demostrando así la implicación de «4,31 en el reconocimiento del dominio Hep II.
• Control
EJ TS2/16
U937
Adhesión
El 1S2/16+HP2/1
~ TS2/16+P1De
0O 1
HL-60 THP-1
al fragmento de 58k0a
Fig.4.15.- Inhibición con Acms de la adhesión de, células
monocíticas tratadas con el Acm TS2/16. Las células U937, HL-60 y
THP-1 en reposo (control) o preincubadas con el Acm TS2/16, los Acms
TS2/16÷HP2/1 (anti-a4), o con los Acms TS2/16 + P1D6 (anti-cx5) se añadieron
a pocillos tapizados con 100 ¡tI de una solución del fragmento de 58 kDa (38
j.tg/ml). Tras una incubación de 30 mm. a 370C, las células adheridas se
cuantificaron como ya se ha descrito. Los valores representados son la media de
dos experimentos y se indican como porcentaje del total de células añadidas por
pocillo.
Por otra parte, las figuras 4.13B y 4.14 muestran graficamente los resultados
obtenidos con linfocitos T (LT) de sangre periférica obtenidos a partir de donantes sanos.
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Estos cxpcrimrntos SC xalizaron para dctcrminar si la adhesión difcrcncial a las regiones 
CS- 1 y Hcp II dc Fn cra un fenómeno común a 0tr;1s cClulas hcmatopoicticas disiintns dc 
las monocíticas. Las flgmx 4.13 y 4.14 muestran In adhesión dc cilulas T a los 
Iragmcntos de Fn dc 58 y 38 kDa rcspcctivamcntc; los LT son incapaces dc nxonocc~- cl 
fragmento dc 58 kDa (lig.4.13) puo se unen al fragmc:nto dc 3X kDa (I‘ig.4.14), aunque 
no lan cficientementc como las línas cclula~~ linfoides cn cultivo. Lu prcincuhación 
celular con cl Acm ‘I‘S2/16 produjo la adhesicín cspccíl’ica al l’ragmcnto dc 5X kDa 
(fig.J.13) c incrementó al menos tres vcccs la uni5n al fragmento dc 3X kDa (fig.4.14). 
La figura 4.16 mucstm la adhesión de linfocitos T a los Iragmcntos dc Fn dc 3X y 58 
kDa, para cklulas cn reposo y tratadas con TS2/16 (1 Alcxll4. Al igual que para las células 
rnonocíticaî. cl efecto inducido por el Acm TS2/10 st: hloquco totalmente con el Acm anti- 
w4 HP2/1 (daLos no mostrados). Aunque no se mucstt‘a gral’icamcnlc los Wtamicntos 
cortos con PMA (5ng/ml, 20 min.) LîmhiCn indujeron la unib cspccíl’ica dc las cClulas ‘1’ 
al Iragmcnto dc 58 kDa. 
Resting + TS2/16 +Alexl/4 
‘. ‘. , ,’ . . . 2.: . . ,’ 
: . ..r.: .,; . . ,- . . 
* . . ..\ Ta.-: -- -‘. * -‘- . 
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Fig.4.16.- Efecto de los Acms TS2/16 y Alex 1/4 sobre linfocitos ‘1 
en adllesión a los fragmentos de Fn de 38 y 58 kDa. Los LT cn reposo 
o incubados prwiamentc con los Acms TSUl6 o Alexl/4 SI: añadieron a pocillos 
lapizados con las fragmentos dc 58 kDa (1U lg/cm2) o 3X kDa (2,5 @m2). Las 
c&lulas adhcrïdas SI: lijaron, se tificron con azul de toluidina y sc fòlograt‘iaron. 
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4.2.5.- Efecto del cation divalente Mn2+ en la interacción celular con el
dominio Hep II.
Como se ha mencionado anteriormente, los cationes divalentes afectan la función de las
integrinas (Hynes, 1992). En especial, se ha demostrado que el Mn2+ es capaz de
aumentar la afinidad de la mayoriade las integrinas por sus ligandos.
Para determinar el posible efecto de Mn2+ en el reconocimiento del dominio Hep
II via «4131, realizamos algunos ensayos de adhesión celular al fragmento de Fn de 58
kDa en presencia de este catión divalente. Para ello, las células se lavaron dos veces con
una solución de Cl2Mn 1 mM antes de añadirse a los pocillos recubiertos del sustrato
correspondiente. Las figuras 4.13B y 4.14 muestran el efecto del Mn2+ en la adhesión de
las células THP-1, U937 y HL-60 a los fragmentos de 58 y 38 kDa respectivamente.
Como puede apreciarse (fig.4.13B) las tres líneas monociticas reconocen especificamente
el fragmento de 58 kDa en presencia de Mn2+. Sin embargo, el efecto del Mn2+ no
resultó tan eficiente como el Acm TS2/ 16 en su capacidad de inducir el reconocimiento del
dominio Hep II en las células monociticas y tuvo un efecto mínimo sobre los linfocitos T.
En la figura 4.14 se puede ver que el Mn2+ también aumentó levemente la unión de las
células U937 al fragmento de 38 kDa pero tuvo un efecto insignificante para THP- 1, HL-
60 o linfocitos T. El Mn2+ no ejerció ningún efecto en la unión a pocillos tapizados con
BSA, confirmando así la especificidad de la adhesión observada. El tratamiento con
Mn2+ no afectó a la expresión superficial de «4131 como se determinó por
inmunofluorescencia usando Acm(s) anti-ct4 y anti-f31 para las distintas lineas celulares
estudiadas (datos no mostrados).
4.3.- Estudio de la interacción de leucocitos humanos con la región
central de Fn. Análisis de nuevos ligandos de baja afinidad.
Los resultados anteriormente expuestos habían demostrado que «4131 está presente en
diferentes formas de activación en ciertas poblaciones celulares hematopoyéticas. En
células monociticas y LT existe como una forma parcialmente activa capaz de reconocer
CS- 1 pero no Hep II. El reconocimiento de Hep II se puede inducir por distintos agentes,
siendo el Acm anti-jll TS2/16 el más efectivo. Este hecho nos hizo pensar que la
activación de la integrina «4131 con el Acm TS2/16 podría inducir el reconocimiento de
nuevos ligandos no identificados previamente.
Por ello, nos propusimos estudiar la interacción de las células linfoides con otras
regiones de Fn distintas de la región carboxilo-terminal, que contiene los ligandos
conocidos de «4131: CS-1 y Hep II. A continuación se exponen estos resultados.
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4.3.1.- Reconocimiento del fragmento de En de 80 kDa por algunas
células linfoides B negativas para «5j31.
Para estudiar la interacción de los linfocitos con la región central de Fn utilizamos el
fragmento de En de 80 kDa. Como ya hemos mencionado, el fragmento de 80 kDa
procede de la región central de Fn que es contigua al dominio Hep II, carece de los
ligandos descritos de «4131 y contiene la secuencia ROD definida como mediadora de
adhesión celular vía «Sf31 (ver fig.4.3). Como modelo de estudio elegimos las lineas
celulares linfoides B Ramos y Daudi porque expresan mayoritariamente la integrina
«4131. La Tabla II muestra la expresión superficial de las integrinas para Ramos, Daudi y
otras lineas celulares utilizadas a lo largo de este estudio. Como podemos observar las
células Ramos y Daudi expresan «4(31 pero no otras integrinas como «5131, «2f31 y
czvfi3, y Daudi además tampoco expresa «3j11. De hecho, ninguna de las líneas que
aparecen en la Tabla II expresan «5(31, excepto A375 y K-562 que se utilizaron como
controles.
Las líneas celulares Ramos (ver Fig.4.9) y Daudi unen los fragmentos de Fn de
38 y 58 kDa de forma dependiente de dosis; sin embargo, son incapaces de reconocer el
fragmento de 80 kDa. Para estudiar si la activación a través de la subunidad (31 afectaba la
interacción de estas células con la región central de Fn, realizamos ensayos de adhesión
celular al fragmento de 80 kDa con células tratadas previamente con el Acm TS2/16 y el
Acm control Alexl/4. Como muestra la figura 4.17, la preincubación de las células
Ramos (fig.4.17A) y Daudi (fig.4.17B) con el Acm Alex 1/4 no tuvo figón efecto. Sin
embargo, el Acm TS2/16 indujo adhesión celular al fragmento de 80 kDa de forma
dependiente de dosis. El nivel de adhesión celular al fragmento de 80 kDa alcanzó el 60%
y 40 % de las células añadidas Ramos y Daudi respectivamente.
TABLA II
U~IENSWADMEDIA»F4FLU~RESCENCIA
Células Control «2 «3 «4 ctS «v133 131
113Ramos 35 35 45 95 35 36
Daudi 40 39 96 40 43 76
JY 49 48 47 103 46 71 51
RPMI 8866 43 43 42 107 41 61 50
K562 47 45 46 78 56 100
A375 43 89 82 80 68 102 123
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Fig .4.17. - Adhesión al fragmento de 80 kDa de las células linfoides
Ramos (A) y Dandi (B). Las células se preincubaron con los Acms Alexl/4
-círculos negros- o TS2/16 -círculos blancos- y se añadieron a los pocillos
tapizados con las concentraciones indicadas del fragmento de 80 kDa. La
cuantificación de las células adheridas se indica en el capítulo de materiales y
métodos. Los valores corresponden a la media de tres experimentos distintos que
se hicieron porduplicado en cada caso.
Estos resultados muestran claramente que las células Ramos y Daudi adquieren la
capacidad de reconocer el fragmento de 80 kDa después del tratamiento celular con el
Acm T82/ 16. La mayor adhesión al fragmento de 80 kDa observada para las células
Ramos respecto a Daudi probablemente se justifica por la mayor expresión de la
subunidad ¿11 en Ramos versus Daudi (Tabla II). La expresión superficial de las
integrinas 131 no se vio afectada tras el tratamiento celular con el Acm TS2/16, de acuerdo
con lo observado por otros grupos (Arroyo et al. 1992).
Además se estudiaron los fragmentos de 29 y 31 kDa que proceden de la región
N- y C-terminal de Fn respectivamente (ver fíg.4.l) y también carecen de los ligandos
descritos de a4131. Realizamos ensayos de adhesión a los fragmentos de Fn de 29 y 31
kDa con células Ramos y Daudi pretratadas con los Acms TS2I 16 y Alexl/4. La figura
4.18 muestra el efecto de tales Acm en la adhesión de las células Ramos a los fragmentos
de 29, 31 y 80 kDa. Puede apreciarse que el Acm Alex 1/4 no produce efecto en ninguno
de los casos y que el Acm TS2/16 tampoco lo hace en la adhesión a los fragmentos de 29
y 31 kDa mientras que induce efectivamente la adhesión al fragmento dc 80 kDa,
confirmándose así la especificidad de esta interacción.
0 20 40 60 800 20 40 60 80
Fragmento 80 kDa ~,Mg/mI)
Restina +TSZi 6 
Fig4.18.- Adhesión de las células Ramos a los fragmentos de Fn de 
X0, 29 y 31 kDa. 
Para conl’irmar la cspccificidad dc la activacií>n ;I 1fiLvAs dc 13 suhunidad PI. 
rcnlixunos ensayos dc ;ìdhcsión al l’ragmcn~o de 80 kDa con las lincas ~clularcs H. JY y 
RPMIX866. Eslas lincas celulares se eligieron porque no cxpresnn la suhunidad 81 (VCT 
tabla 1) (Chan et al. 1992; Stupnck ct al. 1991; Stupack c:t al. 1992); cn IU&W de l;r 
suhunidad PI cxprcsan la suhunidad p7 que también SC asocia con a4 (Chan et al. 1992; 
Postigo ct üI. 1993). Como pucdc obscrvarsi: cn In figura 4.19 el Acm anti-p 1 TS2/ 16 no 
IUVO ningún cl‘ecto cn la adhesií>n dc IU ct%~las JY y RPM18866 al fragmcntu dc X0 ~Du. 
micntlms que en el mismo cxpcrimcnto TS2/16 indu,jo itficientcmcntc la adhesión dc Ix 
cilulas Ramos y Dwdi il cstc fragmcn~o; ohs¿rvcse como la unión conslilutiva dc JY ;11 
Iragmcnlo dc X0 kDn no SC vio afectada por el Azm TS2/ 16. El Acm control Alcx IN nu 
tuvo cfccto cn ninguno dr: los cusos. 
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4.3.2.- Efecto del PMA en el reconocimiento del fragmento de Fn de 80
kDa en distintas células linfoides B.
Nuestros resultados habían demostrado que el PMA, al igual que el Acm 152/16, inducIa
el reconocimiento del dominio Hep 11 por parte de algunas células hematopoyéticas (ver
fig.4. 11). Para establecer si el tratamiento celular con PMA afectaba al reconocimiento del
fragmento de 80 kDa por células linfoides B, realizamos ensayos de adhesión celular con
células tratadas con PMA. Como muestra la figura 4.19, el tratamiento celular con 50
ng/ml de PMA durante 20 mm. no tuvo ningún efecto en la adhesión de las células Ramos
y Daudi al fragmento de 80 kDa; en el mismo experimento el Acm TS2/16 produjo el
efecto esperado induciendo adhesión celular. El PMA tampoco afectó la unión de las
células Ramos y Daudi al fragmento de 38 kDa (datos no mostrados). Por el contrario, el
PMA resultó ser un buen activador de la adhesión de las células JY y RPMI 8866 al
fragmento de 80 kDa (fig. 4.19); las células JY se unen al fragmento de 80 kDa
constitutivamente y el PMA aumenta considerablemente esta adhesión. El PMA también
induce adhesión de las células RPMI 8866 al fragmento de 80 kDa. No se observó
ningún cambio en la expresión superficial de las integrinas tras dicho tratamiento con
PMA (datos no mostrados).
Estos resultados sugerían la implicación de dos receptores diferentes para el
fragmento de de 80 kDa, uno de ellos regulado por el Acm TS2/16 y el otro por PMA.
Stupack el al. (1992) han descrito que la integrina «v133 actúa como un receptor de Fn en
células B. Para establecer si czv133 era el receptor para el fragmento de 80 kDa en las
células JY y RPMI 8866, llevamos a cabo ensayos de adhesión al fragmento de 80 kDa
en presencia del Acm anti-cxv133 LM6O9. Nuestros resultados mostraron que este Acm
inhibía completamente (100%) la adhesión de las células JY en reposo y las células RPMI
8866 tratadas con PMA, y parcialmente (45%) la adhesión de las células JY tratadas con
PMA. Estos resultados confirmaban la implicación de «v¡33 en la adhesión de las células
B negativas para la subunidad 131 al fragmento de 80 kDa, y sugerían la existencia de un
receptor de Fn todavía no identificado en las células JY estimuladas con PMA. El Acm
LM609 no tuvo ningún efecto en la adhesión de las células Ramos y Daudi al fragmento
de 80 kDa (fig.4.20), de acuerdo con la ausencia de expresión de avll3 en estas células
(ver Tabla II).
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Fig.4.19.. Efecto del PMA y el Acm TS2/16 en la adhesión al
fragmento de 80 kDa para distintas líneas linfoides B. Las células se
incubaron con medio de cultivo en el caso de las células control (en reposo), con
PMA (50 ng/mí, 20 mm.), o con una dilución 1:10 del Acm TS2/16 -15 mm. a
37~(2- y se añadieron 5x ío4 células por pocillo previamente tapizados con 100 ktl
fragmento de 80 kDa (38 vg/ml). La cuantificación de las células adheridas se
describe en el capítulo de materiales y métodos. Los valores representan la media
de tres experimentos.
4.3.3.- IdentIficación del receptor celular implicado en el reconocimiento
del fragmento de En de 80 kDa. Análisis del sitio activo de este
fragmento.
Para identificar el receptor implicado en el reconocimiento del fragmento de 80 kDa de Fn
por células Ramos y Daudi tratadas con el Acm TS2116, llevamos a cabo ensayos de
adhesión celular en presencia de distintos Acms anti-integrinas. Los Acms anti-a4 HP1/l
y HP1/2 dirigidos contra los epitopos A y B 1 respectivamente, inhibieron la adhesión al
fragmento de 80 kDa de las células Ramos (fig.4.20) y Daudi preincubadas con el Acm
TS2/16. Los Acms dirigidos contra las subunidades «5 (P1D6), «3 (11F5), así como los
Acms anti-«v133 (LM609) y anti-CD45 (D3/9) no tuvieron ningún efecto en la adhesión
• Control
•
0 PMA
Oaudi
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celular al fragmento dc 80 kDa (fig.4.20), implicando así a la integrina «4131 en el
reconocimiento de dicho fragmento.
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Adhesión al fragmento de 80 kfla
Fig.4.20.- Efecto de distintos Acms en la adhesión de las células
Ramos tratadas con el Acm TS2/16 al fragmento de 80 kDa. Las
células se trataron -15 mm., 370C- con el Acm TS 2/16, y a continuación se
incubaron con el Acm indicado durante 15 mm. Los sobrenadantes de hibridomas:
D319, PlD6, HP2/l y HP1/1 se analizaron a una concentración 1:10, y los
líquidos ascíticos IIFS y LM609 a 1:500. Las células se añadieren (5x 104/pocillo)
a los pocillos previamente tapizados con 100 pi del fragmento de 80 kDa (38
gg/ml) y después de 30 mm. a 37 0C, las células adheridas se cuantificaron como
se indica en los materiales y métodos. Los valores representan el porcentaje de
células adheridas respecto al número de células control, que en este caso son
células preincubadas sólo con el Acm TS2/16 sin inhibidor. Los valores
representan la media de dos experimentos diferentes.
Para confirmar la implicación de «4131 en el reconocimiento del fragmento de 80
kDa, estudiamos el efecto de distintos péptidos sintéticos en adhesión celular. Como
muestra la figura 4.21 los péptidos sintéticos CS-l e IDAPS inhibieron en un 100% la
adhesión de células Ramos tratadas con TS2/16 al fragmento de 80 kDa, confirmando así
la implicación de «4131 dado que ambos péptidos son ligandos de esta integrina. Los
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péptidos control CS-2 (fig.4.21) y CS-3 (no mostrado) no tuvieron ningún efecto en
estos experimentos mientras que CS-5 inhibió la adhesión celular en un 65% (no
mostrado). Sorprendentemente, el péptido GRGDSPC inhibió completamente la adhesión
al fragmento de 80 kDa mientras que el control RGES no tuvo ningún efecto (fig.4.2 1).
La concentración de péptido requerida para producir un 50% de inhibición de la adhesión
celular al fragmento de 80 kDafue: 5,45 nM (15 gglml) para CS-l, 104 nM (80 gg/ml)
para GRGDSPC y 400 (220 vg/ml) para IDAPS. CS-1 resultó ser el inhibidor más
eficiente y el péptido GRGDSPC era mejor inhibidor que la secuencia IDAPS.
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F¡g.4.21.- Inhibición de la adhesión de las células Ramos al
fragmento de 80 kDa con péptidos sintéticos. Las células se trataron con
el Acm TS2/16 -15 min.,370C- y se incubaron -30 mm. a temperatura ambiente-
con diferentes concentraciones de los péptidos sintéticos que se indican en la
figura. Las células se añadieron a los pocillos tapizados con el fragmento de 80
kDa (19 ¡iglml) y se procedió como se describe en el capítulo de materiales y
métodos. Los valores indicados representan el porcentaje de células adheridas
respecto al control, que en este caso son pocillos con células preincubadas con
TS2/16, sin inhibidor. Estos valores corresponden a la media de tres
experimentos.
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El resultado de estos experimentos confirma la implicación de «4(31 en esta
interacción. El patrón de inhibición con los Acms anti-a4 (fig.4.20) (BJ>A) es parecido
al obtenido para los fragmentos de 58 y 38 kDa (ver fig. 4.10) sugiriendo que la
interacción de «4131 con estos fragmentos se produce en regiones próximas de la
integrina. Esto se confirma, además, por el hecho de que las secuencias CS-l e IDAPS
inhiben eficientemente la adhesión al fragmento de 80 kDa.
Nuestros resultados indicaban que la activación de la integrina «4(31 por el Acm
TS2/16 inducia el reconocimiento de la secuencia RGD. Sin embargo, estudios previos
han demostrado que la adhesión de las células Ramos al fragmento de 38 kDa es
independiente de ROD. Decidimos comparar, por tanto, el efecto del péptido sintético
ROD en la adhesión de células en reposo o tratadas con TS2/16 al fragmento de Fn de 38
kDa. La figura 4.22 muestra estos resultados. Este péptido, a 0,5 mg/ml no tuvo ningún
efecto cuando las células estaban en reposo, de acuerdo con los datos publicados
previamente (García-Pardo et al. 1990) mientras que inhibió en un 50% la adhesión al
fragmento de 38 kDa, cuando las células estaban previamente incubadas con el Acm
TS2/16. Como esperabamos, el péptido sintético CS-l. que se utilizó como control,
resultó ser un buen inhibidor en ambos casos.
Todos estos resultados indican que el péptido sintético RODes capaz de inhibir el
reconocimiento de los ligandos constitutivos de la integrina «4131, cuando ésta se activa
por el Acm 152/16, y por lo tanto la integrina «4131 activada -pero no en reposo- escapaz
de reconocer la secuencia RGD.
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Fig.4.22 (ver página anterior).- Efecto del péptido sintético
GRGDSPC en la adhesión de las células Ramos al fragmento de 38
kDa. Tanto las células en reposo como las tratadas con el Acm 152/16 -15 mm.,
370C- se incubaron con 0.5 mg/ml de los péptidos sintéticos GRGDSPC o CS- 1
durante durante 30 mm. a temperatura ambiente. Las células se añadieron a los
pocillos previamente incubados con 100 gí del fragmento de 38 kDa a una
concentración de 0,8 ¡.tg/cm2 para las células en reposo ó 0,6 ¡tg/cm2 para las
células tratadas con 182/16. el número de células en los pocillos control (sin
inhibidor) fué de 35.000 -en reposo- y de 29.000 -tratadas 152/16-. Las células
adheridas respecto al control se cuantificaron según se indica en materiales y
métodos. Estos valores son la media de dos experimentos diferentes.
Con el fin de identificar la secuencia específica implicada en la interacción «4131-
FNSO llevamos a cabo ensayos de adhesión celular al fragmento de 80 kDa inmovilizado
en presencia de distintos fragmentos solubles de Fn y en presencia de Acms anti-Fn.
La Tabla III muestra el efecto de distintos fragmentos solubles de Fn en la
adhesión de células tratadas con T82/16 al fragmento de 80 kDa; los fragmentos solubles
de 38 y 80 kDa inhibieron eficientemente la adhesión al fragmento de 80 kDa. Como se
describe en el capítulo de materiales y métodos los fragmentos de 15 kDa y 40/45 kDa se
obtuvieron a partir del fragmento de 80 kDa por digestión con pepsina. El fragmento de
15 kDa contiene la secuencia RGD mientras el fragmento de 45 kDa carece de esta
secuencia; como muestra la tabla III sólo el fragmento de 15 kDa inhibió la adhesión de
células Ramos tratadas con T82/16 al fragmento de 80 kDa mientras los fragmento de
40/45 y el de 31 kDa no produjeron ningún efecto.
La figura 4.23 muestra el efecto de distintos Acms anti-Fn en la adhesión de
células Ramos y Daudi preincubadas con TS2/16 a FNSO. El Acm N-295 que reconoce
un epftopo cerca de la secuencia RGD, inhibió la adhesión al fragmento de 80 kDa en un
80% mientras que los Acms P3D4 y N-296 dirigidos contra el dominio Hep II y la región
carboxio-terminal respectivamente no tuvieron ningún efecto.
Estos resultados confirman la implicación de la secuencia RGD en la interacción
de las células Ramos y Daudi, activadas con el Acm 182/16, con el fragmento de Fn de
80 kDa. Sin embargo, como el Acm N-295 no inhibió la adhesión celular en un 100% la
implicación de otra región próxima a la secuencia ROD capaz de actuar de una forma
sinergística con este sitio no puede ser totalmente descartada.
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Efecto de distintos fragmentos de Fn en la adhesión de células Ramos tratadas con
TS2/16 al fragmento de 80 kDa
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Fig.4.23.- Efecto de Acms anti-Fn en la adhesión de células Ramos
tratadas con TS2/16 al fragmento de 80 kDa. A los pocillos previamente
incubados con 100 i.¡1 del fragmento de 80 kDa (38 gg/ml), se añadieron las
diluciones indicadas de los Acms: N-295 (anti-RGD), P3D4 (anti-Hep II), o el
control N-296 (anti-Fib II) y se incubaron 30 mm. a temperatura ambiente. Tras
esta incubación se añadieron las células previamente tratadas -15 mm., 370C- con
el Acm TS2116. Las células adheridas se cuantificaron según se indica en
materiales y métodos. Los valores se expresan como porcentajes respecto al
número de células en el pocillo control (sin inhibidor) y representan la media de
dos experimentos.
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4.3.4.- Análisis de la especificidad de la interacción a4(31-FN8O
Teniendo en cuenta que el Acm TS2/16 es capaz de inducir el reconocimiento de nuevos
ligandos de «4¡31 en la molécula de Fn, estudiamos el efecto de este Acm en la adhesión a
otras proteinas de MEC no descritas previamente como mediadoras de adhesión celular a
través de la integrina «4131, como por ejemplo el colageno (COL) o la laminina
(LM).Estas dos proteínas son ligandos conocidos de otras integrinas (31 incluyendo
«2131, «3(31 y «6f31 (Hynes, 1992)
Corno muestra la figura 4.24 la preincubación de las células Ramos con el Acm
TS2/16 en ensayos de adhesión alaminina y colágeno no produjo ningún efecto, mientras
que las células se unieron eficientemente al fragmento de 80 kDa, en el mismo
experimento. Teniendo en cuenta que la integrina mayoritaria en las células Ramos es
«4(31 (ver Tabla 1), estos resultados indican que el Acm TS2/16 no induce el
reconocimiento de laminina y colágeno, a pesar de que estas proteinas de la MEC también
tienen la secuencia ROD. Por tanto, el reconocimiento de la secuencia RGD por la
integrina «4j31 es específico del entorno de Fn. Para comprobar que habíamos utilizado
una concentración suficiente de LM y COL para mediar adhesión celular, utilizamos como
control la línea celular de melanoma A375. Las células A375 expresan distintas integrinas
131 (Tabla 1), entre ellas el receptor de laminina «6(31 (Arroyo et al. 1992). La figura 4.24
muestra que las células A375 se unen constitutivamente al fragmento de 80 kDa, y a
laminina y colágeno con menor eficiencia; la preincubación celular con el Acm TS2/16
aumentó la adhesión a los tres sustratos de acuerdo con los datos publicados (Aroyo el al.
1992; Arroyo el al. 1993). Esta adhesión no se debió a un efecto de ‘cross-linking” de las
células a las proteínas de MEC vía el Acm TS2/16 dado que en experimentos control, el
Acm TS2/16 no se unió a Fn, LM, o COL. Por el contrario, el incremento de la adhesión
de las células A375 a proteínas de MEC es debido a una regulación de la adhesión de las
integrinas «5(31, a2f31, y «6(31 que son receptores del fragmento de Fn de 80 kDa,
COL, y LM respectivamente (Arroyo et al. 1992; Arroyo et al. 1993; Chan et al. 1993).
Como esperábamos, las células RPMI 8866 y JY, que carecen de la subunidad 131, no
unen LM o COL en respuesta a la preincubación celular con el Acm TS2/16.
Con el fin de determinar si el cambio de especificidad en el reconocimiento de
ligandos es una característica común a otras integrinas, estudiamos el efecto de TS2/l6
sobre la adhesión de la línea celular K-562 al fragmento de 38 kDa. Las células K562
expresan «5131 pero no «4131 (Tabla 1) y por tanto no se unen al fragmento de 38 kDa
constitutivamente. El Acm TS2/16 no produjo el reconocimiento del fragmento de 38 kDa
aunque aumentó la unión de estas células al fragmento de 80 kDa a través de «5131 (datos
no mostrados). Por tanto, se puede concluir que la capacidad de reconocer nuevos
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ligandos después de la activación a través de la subunidad 131 podría ser una propiedad
intrínseca de la integrina a4JW
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F¡g.4.24.- Efecto del Acm TS2/16 en adhesión celular a laminina y
colágeno tipo 1. Las células Ramos y el control A375 se incubaron con el Acm
TS2/16 y se añadieron apocillos tapizados con 100 pi del fragmento de Fn de 80
kDa (38 ~.tg/ml),laminina (LM, 150 ~xg/ml),o colágeno tipo 1 (COL, 150 kg/ml).
Las células se cuantificaron según se especifica en materiales y métodos. Los
valores representan el número de células adheridas respecto al total de células
añadidas y corresponden ala media de dos experimentos diferentes.
4.4.- Estudio de algunas implicaciones celulares en
subsiguientes a la interacción «4(31-Fn.
leucocitos
Los datos presentados anteriormente habían demostrado que «4131 está presente en
distintas poblaciones celulares como diversas formas capaces de reconocer distintos
ligandos de Fn según el estado de activación, y que tales estados pueden inducirse por
diversos agentes. A continuación se estudian algunas de las consecuencias celulares que
sobre los leucocitos tiene la interacción de «4131 con estos distintos ligandos de Fn.
4.4.1.- Análisis de la reorganización del citoesqueleto tras la interacción
de células linfoides B con Fn
El hecho deque la integrina «4131 sea capaz de interaccionar con varios ligandos en Fn
podrfa implicar una reorganización del citoesqueleto en las células B Ramos estudiadas
diferente en cada caso. Para analizar esta hipótesis se llevaron a cabo ensayos de
80
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inmunofluorescencia utilizando los fragmentos de Fn de 80 y 38 kDa que proceden de la
región central y carboxilo-terminal de Fn respectivamente. De esta forma es posible
estudiar las consecuencias intracelulares de la interacción de cada uno de los los ligandos
dc «4(31 en Fn: CSI/Hep II contenidos en la región carboxilo-terminal (38 kDa) y la
secuencia RGD presente en la zona central (80 kDa).
La Figura 4.25 muestra el análisis por inmunofluorescencia de la adhesión (3 h) a
los fragmentos de 38 y 80 kDa de las células Ramos en reposo y preincubadas con el
Acm TS2/16; en este caso se puede observar la distribución del citoesqueleto de actina (A)
y de la tubulina (B). Como se puede observar en la Figura 4.25A, las células adheridas al
fragmento de 38 kDa muestran abundantes extensiones citoplasmáticas, algunas de las
cuáles llegan a constituir auténticas colas de gran longitud, adquiriendo así un fenotipo
bastante distinto al de las células linfoides en general. Las células tratadas con TS2/16
sobre el fragmento de 38 kDa adoptan una morfología muy parecida a la anterior aunque
con muchas más ramificaciones y menos colas largas. Por el contrario, las células
adheridas al fragmento de 80 kDa carecen de tales extensiones y presentan un aspecto
bastante más redondeado. En la Figura 4.25B, las células unidas al fragmento de 80 kDa
muestran una distribución de tubulina homogénea y polarizada mientras que las células
unidas al fragmento de 38 kDamuestran un patrón heterogéneo con distribución central y
polarizada. Estos resultados indican que la adhesión celular a los fragmentos de Fn que
contienen los distintos ligandos para «4131 (CSl/Hep II en la zona carboxilo-terminal
versus RGD en la zona central) no inducen la misma reorganización del citoesqueleto de
actina. Sin embargo, la distribución de tubulina para las células unidas a los fragmentos
de 38 u 80 kDa muestran un patrón no asociado exclusivamente a cada fragmento.
Fig.-4.25 (ver página siguiente).- Análisis por inmunofluorescencia
de la adhesión a los fragmentos de 38 y 80 kDa de células Ramos en
reposo o tratadas con el Acm TSZ/16. Las células Ramos en reposo o
tratadas con TS2/16 se añadieron sobre cubres circulares (12 mm de diámetro)
previamente tapizados con los fragmentos de 38 kDa (3,5 ¡Ig/cm2) y 80 kDa (23
gg/cm2). Después de 3 h. de incubación a 370(2, las células adheridas se fijaron y
se tiñeron en primer lugar con un Acm anti-tubulina. En segundo lugar las células
se incubaron con IgG de conejo anti-ratón marcado con fluoresceína y Phaloidina-
RITC. Las muestras teñidas se observaron al microscopio de fluorescencia
(objetivo de 40x) y se fotografiaron.
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Para determinar si la interacción con el liqmcnto de 80 kDa quería un pcliodo 
de tiempo diferente al del fragmcnK dc 38 kDa para producir el mismo c1ccW las células 
Ramos se incubaron con ambos fragmentos a distintos tiempos. Las células se fi.jaron y 
SC tiñeron para ohscrvar la distribución de actina. En la Figura 4.26 se mucstm la cinbtica 
de la adhesión a los fragmentos de Fn dc 38 y 80 kDa de cClulas Ramos en reposo y 
tratadas con TS2/16 después dc 15 min. (A), 3 h. (B) , y toda la noche (C). A los 15 
min. de incubación, para las cklulas Ramos cn reposo y tratadas con TS2/16, no SC 
observó la forma&% dc cxtcnsioncs citoplasmáticas, siendo su aspecto cl di: cClulas 
linfoides (redondeadas). Sin embargo, a los 30 min. (no mostrado en la figura) ya SC 
podían observar las cxtcnsiones celulares e incluso colas dc cierta longitud. A las 3 h. de 
incubación celular (panel B) se observaron colas dc gran longitud que sin cmhargo 
Ilcgaron a desaparcccr despu& de toda la noche (pancl C). Aunque las células Ramos cn 
reposo o tratadas con cl Acm TS2/16 mostraron un patrcin morfológico similar. la 
cin&ica rcsult6 mis Icnta para las células cn reposo. Dcspu~s dc toda la noche de 
incuhaci6n celular con el fragmento dc 38 kDa, las células (en reposo y activadas) 
mostraban un aspecto muy parecido a las ccilulas unidas a 80 kDa para cualquiera dc los 
tiempos de incubación; es decir, presentaban una morfología redondeada. 
Fig.4.26.- Ciní?tica de la adhesión a los fragmentos de Fn de 38 y 
80 kDa de células Ramos en reposo y tratadas con TW16. Las células 
Ramos -4 x 105. en reposo (primera columna) o tratadas con TS2/ 16 15 min. a 
37°C (segunda y tercera columnas) se añadieron a los cubres tapizados con cl 
l’ragmcnto dc 38 kDa -3.5 Fg/cm2- (primera y segunda columnas) o con el de X0 
kDa -23 pg/cm2- (tercera columna) durante 15 min. (A), 3 h. (B) y toda la noche 
(C). Las células SC fijaron, SC tifícron con Phaloidina-RITC, y SC rotografiaron al 
microscopio (objetivo dc 40 x) 
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Nuestros resultados indicaban que la formación de largas extensiones
citoplasmáticas celulaies era el resultado de la interacción de las células linfoides B Ramos
con la región carboxilo-terminal de Fn (fragmento de 38 kDa) que, como ya hemos citado
anteriormente, contiene dos sitios activos, (28-1 y Hep II. Para determinar la contribución
de los sitios CS- 1 y Hep 11 en la formación de estas prolongaciones, se llevaron a cabo
ensayos de inmunofluorescencia con los fragmentos de Fn de 38 y 58 kDa, puesto que
éste último fragmento contiene exclusivamente la secuencia Hep II. Como se muestra en
la Figura 4.27A, las células Ramos incubadas sobre el fragmento de 58 kDa no formaron
largas prolongaciones, tancaracterísticas del fragmento de 38 kDa.
Por otra parte, se estudiaron las interacciones celulares con ambos fragmentos de
Fn por microscopia confocal (fig.4.27B). En esta figura se muestran distintas secciones
de un mismo campo para la adhesión al fragmento de 38 kDa y 58 kDa. Como puede
apreciarse para el fragmento de 38 kDa, en el píano inferior se observa una larga cola
totalmente adherida al sustrato, mientras la célula se sitúa en un plano superior, como
confirman los distintos planos correspondientes a secciones superiores, apareciendo en el
extremo superior una protuberancia que sobresale del resto. Por el contrario, para el
fragmento de 58 kDa no se observan prolongaciones en ninguna de la secciones.
Fig. 4.27 (ver página siguiente).- A. Análisis por
inmunofluorescencia de la adhesión a los fragmentos de 38 y 58 kDa
de las células Ramos. Las células Ramos (4 x104) se añadieron sobre cubres
previamente incubados con los fragmentos de 38 kDa (3,5 gg/cm2) y 58 kDa
(Ixg/cm2). Después de 3 h. de incubación a 370C, las células se fijaron y se tiñeron
con Phaloidina-RITC. Las células se observaron al microscopio de fluorescencia y
se fotografiaron (objetivo de 40 x). B. Estudio por microscopia confocai
de la adhesión a ambos fragmentos. Después de la incubación celular de 60
mm. con los cubres preincubados con los fragmentos de 38 (Bí) y 58 kDa (B2)
las células se fijaron y se tiñeron con Phaloidina-RITC. Se muestran distintas
secciones de un mismo campo.
38 kC 
58 kC 
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Teniendo en cuenta que los fragmentos de de 38 y 58 kDa difieren respecto al 
contenido dc la secuencia CS-1, estos resultados sugerfw la implicación de la secuencia 
CS- en la formación de las colas citoplasmaticas tan características observadas tras la 
interacción con el fragmento de 38 kDa. 
Para confirmar esta hipótesis se realizaron ensayos de inhihicion utilizando Acms 
anti-Fn previamente descritos. La figura 4.28 muestra el resultado obtenido cuando los 
cubres previamcntc tapizados con fragmentos de Fn sc incubaron con Acms anti-Fn antes 
de añadir las células Ramos. Las cClutas incubadas sobre cubres tratados con cl Acm anti- 
Resultados 66 
CSI PIFI 1 no muestran prolongaciones celulares, son de aspecto rcdondcado. Sin 
embargo el Acm anti-XOkDa, utilizado como control, no ejercio cfccto alguno, de forma 
que se pueden apreciar las prolongaciones cclularcs tan caractcristicas dc las cflulas 
Ramos sobre cl fragmento dc 38 kDa 
PlFll 
A80k. 
Fig.J.28.- Ensayo de inhibición con Acms anti-Fn. Los cuhrcs 
circulares prcincubados con ci fragmento de 38 kDa (3,5 pg/cm2) SC incubaron a 
continuación con Acms antiCS1 PlFll, anti- kDa A80k.l o RPM1 (no 
mostrado en la figura) y dcspues de lavar los cubres dos veces con PBS sc 
añadieron las cClulas Ramos. Tras una incubación de 3 h., las cdlulas se fijaron y 
sc tirieron con Phaloidina-RITC, se observaron al microscopio dc fluorescencia 
(objetivo 40 x) y SC fotografiaron. 
Todos estos resultados indican que la interacción celular con los difet-entes 
ligandos dc la integrina a4pl produce distinta reorganización del citoesqueleto Por un 
.1~ U u ¡.1 1’. U ¡lbS’ •éIi’rI,ih..S u. ql. ¡5111
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lado, la región central no induce grandes cambios en el fenotipo celular, al contrario que
la región carboxilo-terminal. De los dos sitios activos contenidos en esta región nuestros
resultados indican que la secuencia CS-1 sería la responsable de la formación de las
prolongaciones celulares observadas.
4.4.2.- Identificación de los sitios activos dentro de Fn implicados en
procesos de fosforilación después de la interacción linfocito-Fn.
Recientemente se ha descrito la fosforilación de una proteína de 110 kDa (Pp1 10) en
células linfoides B humanas después de la interacción con el fragmento de 38 kDa de Fn
(Freedman et al. 1993). Sin embargo, como este fragmento contiene dos sitios activos
(CS1IHep II), decidimos estudiar la contribución de cada uno de estos sitios, comparando
los procesos de fosforilación que tienen lugar tras la interacción de las células Ramos via
«4131 a los fragmentos de 38 kDa o58 kDa (contiene sólo Hep II). Para ello se llevaron a
cabo ensayos de inmunofluorescencia; como se muestra en la Figura 4.29A los
fragmentos de 38 kDa y 58 kDa inducen fosforilación en tirosina después de 15 y 60 mm.
de incubación. Como puede apreciarse en la figura 4.29B, la distribución muestra un
aspecto distinto. En el caso de 38 kDa aparece una ventosa central y para 58 kDa un
punteado heterogeneo con algunas concentraciones de morfología irregular. La ventosa
basal se aprecia mejor en la composición de distintos planos (Fig. 4.29C).
Fig.4.29. A. Análisis por inmunofluorescencia de la fosforilación
sobre los fragmentos de 38 y 58 kDa. Las células Ramos se añadieron
sobre cubres circulares previamente tapizados con fragmentos de 38 kDa (3,5
gg/cm2) y 58 kDa (1 lpg/cm2). Después de 15 y 60 mm. de incubación, las
células se fijaron y se incubaron con un Acm anti-fosfotirosina marcado con
biotina durante 30 mm. Después se añadió streptavidina marcada con fluoresceffia.
Las células se observaron y fotografiaron (objetivo 40x). B. Estudio por
microscopia confocal. Las mismas muestras se observaron con un
microscopio confocal y se fotografiaron. C. Estudio por microscopia
confocal de la muestra de 38 kDa mostrando los diferentes planos.
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DISCUSION
La interacción de los leucocitos con la proteína de MEC Fn resulta esencial en la
migración, en la localización en tejidos y en la función general de estas células. A nivel
molecular esta interacción constituye un proceso complejo que implica tanto a la región
carboxio-terminal como a la región central de la molécula de Fn.
Como primera aproximación al estudio de la interacción de los leucocitos con la
región carboxio-terminal de Fn se obtuvieron dos Acms, PiFí 1 y P3D4, que reconocen
los sitios activos CS-1 y Hep II respectivamente. Estos Acms han resultado muy útiles
para determinar el origen exacto de algunos fragmentos de Fn correspondientes a la
región carboxilo-terminal y nos han permitido estudiar su efecto en la interacción celular
con Fn, puesto que ambos sitios ((25-1 y Hep II) son capaces de mediar adhesión celular.
En base al peso molecular de los fragmentos obtenidos a partir de la digestión de
Fn con tripsina, se habla asumido queel fragmento de 58 kDa procedía de la cadena B de
Fn (McCarthy et al. 1988; Wayner et al. 1989; Ferreira et al. 1990; García-Pardo et al.
1990). Los resultados obtenidos en el presente trabajo con el Acm PíFí 1 nos permiten
afirmar definitivamente que el fragmento de 58 kDa procede de la cadena B de la Fn
plasmática. Además, teniendo en cuenta que la presencia de la secuencia (25-1 está
regulada por mecanismos de “splicing” alternativo y, por tanto, no siempre está presente
en la Fn, el Acm PiFí 1 resulta muy valioso en el estudio de la existencia de las distintas
formas de En (con o sin CS-l) en los distintos tejidos.
Por otra parte, la secuencia exacta que reconoce el Acm P3D4 dentro del dominio
Hep II de Fn aún no se ha determinado. No obstante, como este Acm inhibe totalmente la
adhesión celular a los fragmentos de 38 y 58 kDa, se puede concluir que el sitio que
reconoce el Acm P3D4 está directamente implicado en adhesión celular; de hecho,
sorprende que este Acm sea tan buen inhibidor de la adhesión al fragmento de 38 kDa,
puesto que este fragmento contiene dos sitios activos (Hep II y CS-l) y la secuencia CS-1
es, en principio, un sitio de mayor afinidad que el dominio Hep II (Wayner et al. 1989;
García-Pardo et al. 1990a, 1990b). Más interesante aún es que el Acm anti-CSl PíFí 1
inhiba tan poco la adhesión al fragmento de 38 kDa. Una posible explicación para este
resultado es que el Acm PíFí 1 no sea capaz de interaccionar con el fragmento de 38 kDa
o con la Fn en forma nativa con suficiente afinidad para bloquear la adhesión celular;
PiFí 1 podría tener menor afinidad por CS-l que el receptor natural. Por otra parte,
PíFí 1 podría estar reconociendo un epítopo de (25-1 que no esté directamente implicado
en adhesión. El sitio activo de CS-1 se ha identificado como la secuencia LDV, situada en
el extremo carboxilo-terminal del péptido (Komoriya et al. 1991; Wayner et al. 1992).
Resultados no publicados parecen indicar que el epitopo reconocido por este Acm está
situado en la región central de la secuencia CS-l. Otra posible explicación para la baja
inhibición obtenida con PíFí 1 es que, al contrario de lo que sucede con P3D4, al
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bloquear (28-1 con el Acm PíFí 1 no se impida la unión al dominio Hep II, suficiente
para mediar adhesión celular, sugiriendo un papel de “pivot” para el sitio Hep II.
Como ya se ha citado, la interacción de las células linfoides con la región
carboxilo-terminal está principalmente mediada por los sitios activos CS- 1 y Hep II a
través de la integrina «4131, esto es, dichas células reconocen los fragmentos de Fn de 38
kDa quecontienen CS 1 y Hep II y 58 kDa que contienen sólo Hep II. El presente estudio
demuestra que las células monociticas no reconocen el fragmento de 58 kDa incluso a
elevadas concentraciones (>300¡.tg/ml), aunque se unen eficientemente al fragmento de 38
kDa a través de la secuencia CS-1. Estos datos confirman algunos resultados preliminares
obtenidos por otros autores utilizando las células premonocíticas U937 (Ferreira et al.
1990) y podrían indicar que las células linfoides y monocíticas presentan un
comportamiento diferencial respecto a la utilización de las distintas secuencias adhesivas
dentro de Fn.
Nuestros resultados muestran que las lineas celulares T y B unen los fragmentos
de 38 y 58 kDa, aunque en concentración molar el fragmento de 38 kDa resulta tres veces
más efectivo en la capacidad de mediar adhesión celular que el fragmento de 58 kDa. El
hecho de que los linfocitos 1 de sangre periférica, al igual que las células monocíticas, no
sean capaces de reconocer el dominio Hep II sugiere que el reconocimiento diferencial de
este dominio podría estar determinado por la actividad de la integrina «4131 presente en
cada población celular. La existencia de varios estados de activación en «4131 está
sugerida por los distintos patrones de adhesión observados, incluso entre células que
unen los ligandos (28-1 y Hep II; por ejemplo el número de células linfoides T HUT-78
unidas a saturación a los fragmentos de 38 y 58 kDa es similar (49% y 42%),
respectivamente, mientras que las células linfoides B Ramos se unen a saturación al
fragmento de 38 kDa 1,5 veces más que al fragmento de 58 kDa, a igualdad de
concentración molar. Por tanto, parece que existe lo que podríamos definir como un
“gradiente de adhesión” al dominio Hep II de Fn, que estada representado en primer lugar
por las líneas celulares T, seguidas de las líneas celulares B, y finalmente las líneas
celulares monocíticasjunto a los linfocitos T de sangre periférica para las que la adhesión
a Hep II es nula.
La diferente capacidad para reconocer el dominio Hep II probablemente viene
determinada por la distinta avidez (alta-intermedia-baja) del receptor presente en estas
células. Así, mientras que la forma de avidez intermedia/altade «4131 sería capaz de unir
los ligandos de alta ((28-1) y baja (Hep II) afinidad, la forma de baja avidez de «4131 sólo
sería capaz de unir el ligando de alta afmidad (CS-l). Según esto, la eficiencia del proceso
de adhesión dependerá del estado de activación del receptor, así como de la disponibilidad
y afinidad del ligando. En este sentido, recientemente se ha publicado un estudio sobre la
existencia de dos subpoblaciones de timocitos que difieren en los marcadores de estados
de diferenciación y expresan «4131, pero en un caso «4131 es funcional, y por tanto
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reconoce sus ligandos constitutivos, mientras que en el otro no reconoce ningún ligando
(Salomon et al. 1994).
Por otro lado se han descrito muchos ejemplos de cambios que tienen lugar
respecto a la adhesión a Fn tras procesos de diferenciación celular (Bernardi et al. 1987;
Shimizu et al. 1990; Verfaillie et al. 1991); para las células premonocíticas U937 se ha
publicado que el fenotipo monocitico afecta a la adhesión celular a las secuencias RGD y
(28-1 de Fn (Ferreira et al. 1991). Nuestros resultados muestran que las células U937
diferenciadas también adquieren la capacidad de unir el dominio Hep II, y esto se asocia
con una ligera disminución de la expresión superficial de «4131, lo que es consistente con
el trabajo citado. La explicación másprobable para el reconocimiento del dominio Hep II
por parte de las células U937 tratadas con PMA es la estimulación funcional de «4131 tras
la diferenciación celular, como es el caso de las integrinas 131 en linfocitos (Shimizu et al.
1990). Estos resultados se han intentado comprobar analizando la adhesión de monocitos
extraídos de sangre periférica al fragmento de 58 kDa; sin embargo, debido a la elevada
adhesión no específica que los monocitos mostraban en estos ensayos, no resultó posible
determinar la especificidad de la unión. No obstante, el hecho de que la activación de las
células monocíticas y los linfocitos T con dosis altas de PMA induzca la unión celular al
dominio Hep II y, más aún, que sea más efectiva que los tratamientos largos con PMA,
confirma la explicación de la activación de «4131.
Está claramente demostrado que la actividad funcional de las integrinas se puede
modular por distintos agentes, que incluyen no sólo los ésteres de forbo], como ya se ha
mencionado (Shimizu et al. 1990; Wilkins et al. 1991; Postigo et al. 1991) sino también
sus ligandos específicos (Du et al. 1991) y los cationes divalentes (Gailit et al. 1988;
Kirchhofer et al. 19%). Algunos trabajos han mostrado que ciertos Acms dirigidos contra
la subunidad 131 pueden incrementar la avidez de las integrinas 131 por sus ligandos, y
apuestan por un cambio conformacional que conduce a una forma activada del receptor
(Arroyo et al. 1992; van de Wiel-van Kemenade et al. 1992; Kovach et al. 1992; Wayner
et al. 1992). La unión constitutiva de «4131 por sus ligandos CSl y VCAMI aumenta en
estos casos. También se ha publicado que el reconocimiento de la secuencia LDV
-secuencia activa contenida en (28-1- también requiere la activación previa de «4131
(Wayner et al. 1992). Nosotros encontramos que el Acm TS2/16 (anti-131) induce
eficientemente la unión de las células monociticas y los linfocitos 1 de sangre periférica al
dominio Hep II de Fn, previamente incapaces de unir este dominio.
Además, el reconocimiento del dominio Hep II también se puede observar en
presencia del catión divalente Mn2+, aunque el efecto es menor si se compara con el
obtenido utilizando el Acm TS2/16. Otros autores habían descrito que este catión
aumentaba la afinidad de las integrinas «5131 y «v133 por sus ligandos constitutivos
(Gailit et al. 1988; Kirchhfer et al. 1990). En nuestros resultados, el efecto que el catión
Mn2+ tuvo en la adhesión de los linfocitos 1 extraídos de sangre periférica al fragmento
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de 58 kDa fue mínimo comparado con el obtenido para células monocíticas; esto podría
indicar que los linfocitos T de sangre periférica expresan «4131 en un estado que requiere
estímulos más fuertes para alcanzar una total activación, como por ejemplo el PMA o los
Acms anti-131. Esta explicación está de acuerdo con la hipótesis propuesta sobre la
existencia de distintos estados de activación para «4131 entre distintas poblaciones
celulares. Pese a las diferencias observadas en el nivel de activación, se podría pensar que
tanto el Mn2+ como el Acm TS2/16 inducen un cambio conformacional en «4131, de
manera que aumentara la avidez por sus ligandos y permitiera la unión al dominio Hep II.
Los datos existentes hasta parecen confirmar este mecanismo como el más probable.
La existencia de dos regiones diferentes Hep II y CS-l, tan próximas en la
molécula de Fn, capaces de mediar adhesión, así como los estudios funcionales realizados
con los Acms P3D4 y PiFí 1, sugieren una cooperación funcional de los distintos sitios
activos que resultaría en una adhesión celular estable. Para las células de melanoma se ha
propuesto un modelo que implica la contribución de los sitios activos en Hep II y IIICS,
la integrina «4131, y proteoglicanos (lida et al. 1992). Basándonos en la diferente
capacidad inhibidora de los Acms P3D4 y PiFí 1 dirigidos contra el dominio Hep II y la
secuencia CS-1 respectivamente, podemos postularque la unión de «4131 al dominio Hep
II podría servir para regular y estabilizar la unión a CS-1. Si esto fuera así, sería necesaria
la activación de «4131 antes de que tuviera lugar la unión de algunas células
hematopoyéticas al dominio Hep II, proporcionando así un mecanismo para la regulación
de la adhesión de leucocitos a Fn en tejidos y sitios de inflamación. Por otra parte, la
regulación (constitutiva venus inducida) de interacciones fuertes o débiles de «4131 con
sus ligandos en Fn podría tener importantes implicaciones para la migración y función de
linfocitos y monocitos. Particularmente, porque el sitio (25-1 no está presente en todas las
isoformas de Fn debido a mecanismos de “splicing” alternativo, proporcionando así otro
nivel de regulación de adhesión celular y migración, y reforzando el papel de la matriz
extracelular en estos procesos.
Los resultados obtenidos respecto al reconocimiento del dominio Hep II por «4131
sugerian que la activación del receptor apropiado podría ser una buena aproximación para
el estudio de las interacciones de baja afinidad o de nuevos ligandos, que de otro modo
nunca se detectarían.
Trabajos previos (García-Pardo et al. 1990) hablan mostrado de forma
concluyente que algunas células linfoides B no expresan la integrina «5131 y son
incapaces de unirse al fragmento de 80 kDa. Este fragmento procede de la región central
de Fn y contiene la secuencia RGD, ligando descrito de «5131. En el presente estudio
nosotros encontramos que la incubación de las líneas B negativas para «5131, como
Ramos y Daudi, con el Acm anti-131 TS2/16 induce el reconocimiento del fragmento de
80 kDa de forma específica y eficiente. Los datos presentados muestran claramente que la
adhesión de las células B al fragmento de 80 kDaestá mediada por la integrina «4131, esto
Discusión 75
es, los Acms anti-a4 y los péptidos sintéticos (25-1 e IDAPS (ligandos descritos de
a4¡1l) inhiben completamente la adhesión celular al fragmento de 80 kDa. No obstante,
más interesante aún resultó que el péptido sintético GRGDSPC también fuese capaz de
inhibir la adhesión de células tratadas con el Acm TS2/16. Según otros trabajos
publicados previamente, se habla establecido que la interacción de «4131 con los
fragmentos de Fn de 38 kDa (CS1/Hep II) y 58 kDa (Hep II) no se veía afectada por
péptidos que contuvieran la secuencia RGD (Ferreira et al. 1990; García-Pardo et al.
1990a, García-Pardo et al. 1990b;Wayner et al. 1989). Consistente con estos datos,
nuestros resultados muestran que la adhesión al fragmento de 38 kDa de las células
Ramos (no tratadas o tratadas con el Acm control Alex 1/4) tampoco resulta afectada por
el péptido GRGDSPC (ver Fig.4.22).
Además observamos que la secuencia RGD no sólo inhibe la función de las
células tratadas en forma soluble, sino que resulta ser el principal sitio que media
adhesión al fragmento de 80 kDa, como se puede concluir de la buena inhibición
observada por el Acm N-295. Sin embargo, no se puede descartar totalmente la
contribución de otras regiones dentro del fragmento de 80 kDa que pudieran actuar de
forma sinergística con la secuencia RGD.
Otros autores habían mostrado previamente que el “spreading” de células de
melanoma se podía inhibir por el péptido sintético GRGDSPC y que la integrina «4131 se
podía eluir de una columna de afinidad de CS-1 con dichos péptidos (Mould et al. 1991).
En el presente estudio, sin embargo, no se observa el reconocimiento del péptido sintético
RGD sin incubación previa de las células con el Acm T52/16. Aunque no se puede
explicar esta discrepancia, se debe tener en cuenta que resulta difícil comparar
directamente los resultados obtenidos en ambos casos, por tratarse de distintos tipos
celulares y estudiar un fenómeno diferente (“spreading” versus adhesión). Una
explicación posible es que las células utilizadas en el trabajo de Mould et al. porten una
forma constitutivamente activa de «4131 capaz de reconocer los péptidos que contienen la
secuencia RGD. Muy recientemente se ha publicado un trabajo en el que se muestra que el
péptido RGD cíclico también inhibe la adhesión mediada por «4131 indicando que la
manipulación del ligando también induce el reconocimiento (Cardarelli et al. 1994).
Nuestros resultados indican que la activación de «4131 puede resultar en cambios
respecto al reconocimiento de sus ligandos. Para otras integrinas se ha observado la
capacidad de reconocer múltiples ligandos en estado activado. Por ejemplo, la integrina
«2131 es sólo receptor de colágeno en plaquetas y fibroblastos, mientras que funciona
como receptor de colágeno y también de laminina en otros tipos celulares (Elices et al.
1989; Languino et al. 1989; Kirchhfer et al. 1990). Los trabajos de Chan et al. (1993)
muestran que en la misma célula, el Acm T52/16 puede convertir la forma parcialmente
activa de «2131 que reconoce sólo colágeno en una forma totalmente activa que también
une laminina. Los resultados de esta tesis muestran que «4131 existe en diferentes estados
Discusión 76
de activación en distintas células hematopoyéticas. Las células monocíticas y los linfocitos
T de sangre periférica expresan una forma parcialmente activa de «4131 que reconoce (2S-
1 pero no el dominio Hep II, y el Acm 152/16 convierte «4131 en una forma más activa
-constitutivamente presente en células linfoides- capaz de reconocer ambos ligandos en
Fn. En un trabajo reciente, Masumoto et al. (1993) comparan la unión de «4131 a CS-1 y
VCAiM- 1; la forma menos activa de la integrina une sólo VCAM- 1, mientras que la forma
más activada une tanto VCAM-1 como CS-l. Como se muestra en esta tesis, el PMA
también puede activar «4131 expresada en células premonocíticas U937, de forma que
reconoce la secuencia (25-1 y el dominio Hep II. Por otra parte, resulta muy interesante
que el PMA no induzca adhesión al fragmento de 80 kDa en las células linfoides Ramos y
Daudi, y que incluso tampoco afecte a su unión constitutiva al fragmento de 38 kDa,
sugiriendo así que la forma de a4f31 presente en las células Ramos y Daudi no es sensible
a la activación por ésteres de forbol. De hecho, otros autores (Masumoto et al. 1993)
también han observado una diferente regulación de la función de «4131 en este caso por
Acm(s) y Ca2+. Más aún, también se ha publicado que el PMA no tiene efecto, o éste es
mínimo, en la unión de «2131 a colágeno y laminina, mientras que el Acm 152/16 resultó
muy activo en la inducción de dicha unión (Chan et al. 1993). El hecho de que otros
autores (Arroyo et al. 1993; Chan et al. 1993) hayan demostrado que el Acm 152/16
pueda también activar las integrinas solubilizadas está de acuerdo con que no se requiera
una ruta de activación intracelular. Todas estas observaciones apoyan la existencia de
mecanismos diferentes de regulación de la función de las integrinas. Sin embargo, como
el PMA aumenta la función de «4131 en algunos tipos celulares, es posible que la
sensibilidad a un estímulo particularvenga determinada o bien por el estado de activación
de la integrina, o por el tipo celular, o por ambas cosas.
Todos los estudios anteriores han analizado el efecto de los Acms anti-131 o el
PMA en la interaccion de «4131 con ligandos ya identificados, es decir, (25-1, Hep II y
VCAM-1. Asimismo aunque los estudios de Chan et al. (1993) muestran claramente que
existen cambios en la especificidad de acuerdo con el estado de activación de la integrina
«2131, hay poblaciones celulares que unen laminina y/o colágeno de forma constitutiva.
La novedad de nuestros resultados es que el Acm TS2/16 induce la unión a una región de
Fn (fragmento de 80 kDa) no identificada previamente como un ligando de «4131. De
hecho, el fragmento de 80 kDa es ligando de la integrina «5131 y está ampliamente
documentado que la función de «4131 en leucocitos es RGD-independiente (Wayner et al.
1989; Ferreira et al. 1990; García-Pardo et al. 1990a, 1990b).
Aunque, en general, una integrina puede unir varios ligandos, «4131 destaca
porque puede unir múltiples secuencias e incluso secuencias aparentemente distintas
dentro de la misma o diferentes moléculas. Dentro de Fn las secuencias mínimas que se
han identificado como ligandos de «4131 son LDV, contenida en la secuencia CS-1
(Komoriya et al. 1991, Wayner et al. 1992), REDV, contenida en la secuencia (25-5
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(Mould et al. 1991a), e IDAPS, contenida en Hl (Mould et al. 1991b). Se ha propuesto
que el aspartato, común en estas secuencias, puede ser un residuo fundamental en el
reconocimientpo de «4131 (Mould et al. 199 ib). Aunque esta hipótesis pudiera ser cierta,
parece claro que otras secuencias podrían ser también ligandos específicos de a4f31. Hay
evidencias indirectas de que los péptidos FNC/HI (YIKPGSPPREVVPRPRPGV, aquí
llamado sitio 1) y FNC/HII (KNNQKSEPLIGRKKT, llamado sitio II), derivados del
dominio Hep II de Fn (McCarthy et al. 1988), podrían también interaccionar con «4131
(lida et al. 1992). Todas estas secuencias (CS-l,CS-5, H1, FNC/HI, FN(2/HII) están
localizadas muy próximas dentro de la molécula de Fn, en la repetición tipo 111-14 y en la
región IIICS, que es contigua a la anterior (ver fig.l). Como ya se ha mencionado,
además de la Fn, «4131 es también el receptor de VCAM-1 (Elices et al. 1990), de la
proteína bacteriana invasin (Ennis et al. 1993), y de la trombospondina (Yabkowitz et al.
1993). Aunque los sitios de unión celular para algunas de estas proteínas no se han
identificado todavía, parece claro que la interacción de «4131 con V(2AM-l no implica al
motivo LDV presente en esta proteína (Osborn et al. 1992, Vonderheide et al. 1992).
Nuestros resultados muestran que el hipotético cambio conformacional inducido en «4131
a través de la subunidad 131 permite el reconocimiento de la secuencia ROD de Fn que
está localizada en la repetición 111-10, de forma que dista bastante de los ligandos
previamente descritos para «4131. En trabajos recientes (Koivunen et al. 1993, 1994) y a
partir de una librería de fagos, se han identificado varios péptidos sintéticos cíclicos que
carecen de la secuencia RGD y, sin embargo, son capaces de unir la integrina «5131; uno
de estos péptidos corresponde a la secuencia STSDVGG, que es homóloga a la
TVSDVPR presente en la repetición 111-10 de Fn. En este trabajo se muestra que esta
secuencia es también homóloga a EILDVPST, una secuencia presente en CS-1 que
interacciona con «4131 con alta afinidad (Wayner et al. 1989; García-Pardo et al. 1990b;
Guan et al. 1990; Mould et al. 1990). Aunque estos autores no demuestran que exista una
interacción directa de «5131 con las dos secuencias homólogas presentes en Fn, sugieren
que «5131 podría tener la capacidad de reconocer otros ligandos presentes en Fn, además
de RGD. Los resultados que hemos obtenido en este trabajo están de acuerdo con la
posibilidad de que exista un cierto grado de solapamiento en el reconocimiento de
ligandos por las integrinas «4131 y «5131. Esto también está apoyado por otro trabajo que
muestra que un péptido sintético cíclico, distinto de RGD, puede inhibir la función de las
integrinas «4131 y «5131 (Nowlin et al. 1993) y que el péptido cíclico RGD inhibe «4131
(Cardarelli et al., 1994). Aunque la ciclación de péptidos puede proporcionar una
conformación del ligando óptima para interacciones de alta afinidad con «4131 o «5131,
parece claro por nuestros resultados que el Acm TS2/16 no induce el reconocimiento de la
secuencia CS-l de Fn vía «5131. Por lo tanto, la capacidad de reconocer nuevos ligandos
bajo activación supuestamente conformacional podría ser intrínseca a la estructura de
«4131.
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En esta tesis se describe un nuevo papel para «4131 como un receptor para el sitio
RGD en Fn. Teniendo en cuenta que la integrina «5131 es el receptor clásico para e] sitio
RGD, nosotros hemos intentado estudiar la contribución de «4131 en la adhesión celular
al fragmento de Fn de 80 kDacuandos ambas integrinas están presentes simultáneamente.
En experimentos no mostrados, estudiamos si los Acm(s) anti-«4 podían inhibir
parcialmente la unión de las células U937 tratadas con TS2/16 al fragmento de 80 kDa.
Sin embargo, como el Acm T52/16 también aumenta la adhesión mediada por «Sf31
(Arroyo et al. 1992, 1993 y este trabajo) no pudimos detectar ninguna inhibición con
Acm(s) anti-«4. Es posible que cuando «Sf31 y «4131 se expresan conjuntamente, la
función de «5131 predomine sobre la función de «4131 en la capacidad de mediar adhesión
a Fn. De acuerdo con esto, otros autores han mostrado que el fragmento de 80 kDa o el
péptido sintético GRGDSPC inhiben completamente la adhesión de células U937 a Fn,
mientras el fragmento de 38 kflaoel péptido CS- 1 producen inhibición parcial o ausencia
de inhibición (Ferreira at al. 1990).
Sin embargo, todos estos datos no excluyen una cooperación de ambos receptores
para lograr una adhesión eficiente a Fn, como se ha propuesto para los linfocitos T
(García-Pardo and Ferreira, 1990). Los resultados de esta tesis resultan obviamente
importantes para las células que expresan «4131 como la integrina mayoritaria de
superficie; esto incluye las células B (García-Pardo et al. 1990b; Stupack et al. 1991),
algunos progenitores de células B (Roldán et al. 1992) y probablemente algunas células
tumorales. Incluso hay trabajos mostrando diferentes interacciones con Fn durante el
desarrollo de células pre-B (Bernardiet al. 1987; Verfaillie et al. 1991). En las células que
expresan «5131 junto a «4131, «4131 apropiadamente activado podría servir para cooperar
con «5131 o para reemplazarlo funcionahnente cuando «5131 esté ocupado.
El hecho de que las integrinas se puedan encontrar en distintas formas de
activación “in vivo”, como se ha demostrado para «4131 (Laffón et al. 1991; Salomon et
al. 1994), sugiere que los Acms anti-131 activadores (TS2/16 y otros) están mimetizando
el efecto de ligandos fisiológicos no identificados todavía. Por otro lado, la multiplicidad
de secuencias reconocidas por «4131 debe tener relevancia fisiológica; por ejemplo, podría
servir para proporcionar las interacciones sinergísticas con el receptor resultando en
uniones de alta afinidad. Tal sinergia ya se ha mostrado para la interacción de «5131 con la
secuencia ROD en Fn (Yamada, 1991). De forma similar, la activación de la integrina
cdllb133 en plaquetas con trombina resulta en el reconocimiento de una región adicional de
En (junto a RGD), comprendiendo parte de la repetición 111-9 y 111-10 (Bowditch et al.
1991, ver fig.1). Una interesante posibilidad es que algunas de las secuencias que
interaccionan con «4131 podrían regular la unión a otros ligandos, como ya se ha
mostrado para «11b133 (Du et al. 1991). Los ligandos de «4131, incluyendo la secuencia
ROD descrita en esta tesis, se unen aparentemente a los mismos sitios o a sitios
solapantes en «4131, puesto que se inhiben unos a otros. Sin embargo, parece posible que
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otros ligandos todavía no identificados se unan a «4131 con baja afinidad o incluso a un
sitio diferente, de forma que aumenten en vez de que inhiban la función de «4131.
Apoyando esto, se encuentra el hecho de que dos secuencias que muestran interacción
con «4131, FNC/HI y FNCH/II, no interfieren o lo hacen ligeramente con la función
adhesiva de «4131 (lida et al. 1992). La librería de fagos usada como aproximación para
identificar los ligandos de «5131 (Koivunen et al. 1993, 1994) podría ser útil para
identificar nuevos ligandos potenciales de «4131. Esto también abriría la posibilidad de
usar estas secuencias moduladoras con fines terapéuticos. Otra consecuencia de este
trabajo es que «4131 fisiológicamente estimulado podría jugar un papel importante en el
reclutamiento de linfocitos en los sitios de inflamación y tejidos donde se producen
distintos fragmentos de Fn conteniendo (25-1, Hep II y/o ROD.
La integrina «4131 es, por tanto, un receptor muy versátil capaz de reconocer
múltiples ligandos en Fn. Dado que su avidez por (25-1, Hep 11 y ROD es diferente, la
unión a cada uno de estos sitios podría tener diferentes consecuencias celulares. En este
sentido, se ha estudiado si la interacción de células B con las regiones central y carboxilo-
terminal de Fn afecta al citoesqueleto celular de la misma manera. Nuestros resultados
demuestran que la interacción de la línea celular Ramos con la región carboxilo-terminal
de Fn produce la aparición de extensiones celulares que, en ocasiones, son auténticas
colas de gran longitud. Por el contrario, la interacción con la región central de Fn no
induce las prolongaciones citadas sino que el aspecto de las células es redondeado. En
este sentido se podrían distinguir un fenómeno de adhesión que permite la inmovilización
celular y no induce ningún cambio morfológico aparente de un fenómeno más complejo
que implica inmovilización y subsiguientes cambios en el interior celular. Este último caso
sería el que promovería la región carboxilo-terminal de Fn resaltando, en principio, su
función biológica; se podría especular sobre este fenotipo como el de una célula que
estuviera en movimiento lo que resultaría muy importante para el desplazamiento de las
células linfoides en los distintos tejidos. Por otra parte la adhesión a través de la región
ROD podrría ser importante para la inmovilización de las células, tan necesria en procesos
de diferenciación, por ejemplo. Recientemente se ha propuesto un modelo para los
timocitos humanos en el que la integrina «4131 actúa inmovilizando estas células a Fn de
forma transitoria permitiendo el proceso de selección tímica en el que participan las
moléculas del MHC (Salomon et al. 1994), realzando así la importancia biológica de los
fenómenos de adhesión per se.
Como la interacción de «4131 con la región carboxilo-terminal está mediada por
(25-1 y Hep II, resultaba importante determinar la contribución de ambos sitios en la
formación de las extensiones celulares que se producen tras la interacción celular con
dicha región, sobre todo si se tiene en cuenta que la presencia de CS-1 esta sujeta a una
estrecha regulación por mecanismos de “splicing” alternativo y que el reconocimiento del
dominio Hep II también esta regulado pero a nivel del receptor. Nuestros resultados
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muestran que la secuencia (2S-l es necesaria para que tenga lugar la aparición de tales
colas, como así lo demuestran los ensayos de inhibición con el Acm anti-CSI PiFJ 1, los
resultados con el fragmento de 58 kDa que carece de (25-1 y con los péptidos sintéticos
utilizados (datos no mostrados). Aunque las colas citoplasmáticas aparecen también
cuando está exclusivamente presente la secuencia CS-1, no se puede descartar una
cooperación de ambos sitios activos para la aparición de tales cambios celulares. Estos
resultados parecen indicar que la interacción de las células linfoides con la región
carboxilo-terminal de Fn está sujeta a un riguroso control que no debe ser gratuito y
sugiere la importancia de las consecuencias celulares tras la interacción celular a través de
«4131. Recientemente se ha publicado que las células endoteliales sintetizan y depositan
en la parte celular que da a la luz vascular así como en la zona intercelular la isoforma de
Fn que presenta la secuencia CS-l en las dos cadenas (Elices et al 1994). Se podría
especular con la posibilidad de que la interacción «4131-Fn, en concreto (25-1, estaría
implicada en la extravasación celular; si esto fuera así un fenotipo celular como el que
muestran nuestros resultados sería muy apropiado para la extravasación no sólo por su
morfología sino por tratarse además de un fenómeno transitorio.
Nuestros resultados además muestran otros eventos intracelulares tras la
interacción de las células linfoides B con la región carboxilo-terminal, como es el caso de
los fenómenos de fosforilación. Recientemente se ha publicado que la interacción de
células B con esta región de Fn implica la fosforilación de una proteina de 110 kDa
(Freedman et a]., 1993). Aunque nosotros no hemos identificado la proteina que se
fosforila cuando tiene lugar la interacción celular con el fragmento de Fn de 38 kDa,
mostramos los resultados obtenidos por inmunocitoquimica. Los resultados obtenidos a
distintos tiempos varian desde los 15 mm. de interacción celular con dicho fragmento
hasta los 60 mm. A los 15 mm. aparece una especie de ventosa en la parte inferior, como
confirman los datos obtenidos por microscopia confocal, que correspondería a la
distribución de las proteinas fosforiladas. Sin embargo a los 15 mm. de la interacción de
las células linfoides con el fragmento de 38 kDa las células mostraban un aspecto
redondeado cuando se incubaban con Phaloidina marcada con rodamina. Tras 60 mm. de
interacción la ventosa típica de proteinas fosforiladas desaparece casi en su totalidad,
observandose una distribución difusa o polarizada de estas proteinas mientras que en este
tiempo las células muestran extensiones citoplasmáticas perfectamente diferenciadas. A la
vista de estos resultados se podría especular que los fenomenos de fosforilación son
previos a los fenómenos de reorganización de proteinas del citoesqueleto.
Por otra parte, dado que el fragmento de Fn de 38 kDa contiene dos sitios activos
resultaba interesante determinar qué sitio estaba involucrado en la fosforilación o silo
estaban ambos. Los resultados obtenidos con el fragmento de 58 kDa nos permiten
afirmar que el dominio Hep 11 está implicado en la fosforilación de proteinas subsiguiente
a la interacción con este fragmento de Fn. Sin embargo, como muestran las fotografias
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tomadas a los 15 min. de la interacción, la distribución de la zona fosforilada es distinta a
la obtenida con el fragmento de 38 kDa. En lugar de tener el aspecto de una ventosa,
aparece como una mancha alargada. Aunque nosotros no hemos identificado si la
secuencia CS- 1 induce fosforilación, las diferencias observadas para los fragmentos de
38 kDa y 58 kDa sugieren que CS-1 también está implicado en fosforilación y quiza
incluso fosforile otras proteinas distintas. En este sentido, hay que decir que para los
linfocitos T se ha publicado recientemente la implicación de la secuencia (2S- 1 en los
eventos de fosforilación posteriores a la interacción de estas celulas con Fn (Nojima et
al., 1992).
En definitiva, y a la vista de nuestros resultados, la integrina «4131 es un receptor
muy flexible capaz de reconocer multiples ligandos en Fn, dependiendo de su estado de
activación, pudiendo implicar estas interacciones eventos intracelulares diferentes en cada
caso. Todo ello apoya la importancia de la matriz extracelular, particularmente la Fn en el
desarrollo y función de los linfocitos.
6.- CONCLUSIONES
Conclusiones 82
CONCLUSIONES
Las conclusiones de esta tesis doctoral se citan a continuación:
1.- El fragmento tríptico de 58 kDa proviene de la cadena B de Fn y no contiene
el sitio mediador de adhesión celular CS- 1.
2.- El mecanismo de adhesión a la región carboxilo-terminal de la Fn implica una
cooperatividad de las regiones CS-l y Hep II; la interacción de «4131 con Hep II
probablemente modula la posterior interacción con (25-1.
3.- La integrina «4131 existe en diferentes estados de activación en distintas
poblaciones hematopoyéticas.
4.- Las células monociticas y los linfocitos T de sangre periférica (LT) reconocen
constitutivamente en Fn la secuencia (2S-1 pero no el dominio Hep 11, a diferencia de las
células linfoides en cultivo, que reconocen ambos sitios. La integrina «4131 presente en
las células monocíticas y LT, por tanto representa una forma parcialmente activa o de baja
afmidad capaz de interaccionar sólo con el ligando más activo CS-l.
5.- La unión de «4131 al dominio Hep II de Fn se puede inducir por el tratamiento
celular con PMA, el catión divalente Mn2~ o el Acm TS2/16 dirigido contra la subunidad
131.
6.- Las células linfoides B que no expresan la integrina «5131 y no se unen
constitutivamente al fragmento de Fn de 80 kDa, adquieren la capacidad de reconocer
éste fragmento si son previamente tratadas con el Acm TS2/16. El receptor celular
implicado en la interacción con el fragmento de 80 kDa es la integrina «4131.
7.- La secuencia RGD es un nuevo ligando para la integrina «4131 previamente
activada a través de la subunidad 131. Es decir, el cambio conformacional inducido en
«4131 por el Acm TS2/l 16 resulta en la capacidad de reconocer RGD.
8.- La integrina «4131 activada por el Acm TS2/16 reconoce la secuencia RGD de
Fn. Por el contrario, «4131 así activada no reconoce esta secuencia en otras proteínas de
MEC como laminina y colágeno tipo 1.
9.- La región central y carboxilo-terminal de Fn inducen una reorganización
distinta del citoesqueleto de actina después de la interacción de células linfoides B vía
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«4131. La adhesión celular a la región carboxilo-terminal tiene como consecuencia la
aparición de extensiones celulares que pueden llegar a ser de gran longitud. La secuencia
CS-1 es imprescindible pero no suficiente para la formación de tales prolongaciones, es
probable que se requiera la cooperación del dominio Hep II.
10.- La región carboxilo-terminal de Fn induce fosforilación en tirosina después
de la interacción con células linfoides B vía «4131. El dominio Hep II y probablemente la
secuencia CS- 1 están implicados en dicho fenómeno.
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1.- García-Pardo, A., Sánchez-Aparicio,2., and Wayner, E.A. (1992). Two novel
monoclonal antibodies to fibronectin that recognize the Hep II and CS- 1 regions
respectively. Their differential effect on lymphocyte adhesion. Riacliemica! and
Biophysica! Researcli Communications, 186:135-142.
2.- Sánchez-Aparicio. P., Ferreira, O.C.Jr., and García-Pardo, A. (1993). «4¡31
recognition of the Hep II domain of fibronectin is constitutive on sorne hematopoietic
celís but requires activation on others. Journal of Immuno!agy, 150: 3506-35 14.
3.- Sánchez-Aparicio. P., Dominguez-Jiménez, C., and García-Pardo, A. (1994).
Activation of the «4131 integrin through the ¡31 subunit induces recognition of the RGDS
sequence in fibronectin. Tite Jaurna! of Ce!! Bio!ogy, 126: 27 1-279.
4.- Sánchez-Anaricio. P., Dominguez-Jiménez, (2., and García-Pardo, A. The «4131
fibronectin ligands Hep II, (2S-1 and RGD induce different events upon interaction on B
lymphoid celís. 1994. Manuscrito en preparaci[on.
Vol. 186, No. 1. 1992 BIOCHEMICAt ANO BIOPHYSICAI. RESEARCI4 COMMUNICATIONS
Ju¡y 15, 1992 Pages 135-142
TWO NOVEL MONOCLONAL ANTIBODIES 10 FIBRONECTIN THAI
RECOGNIZE IHE tEl’ II AND 08-1 REGIONS RESPECTIVELY: IHEIR
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SUMMARY: We hayo 0btained two new mAbs to the carboxy-terminal reglan of
fibronectin, namely P3Ó4 #nd Pl Fil, and hayo atudied their binding sites and
their abllity to block lym~h#cyte adheslon to flbronectiri. ELISA and Western blot
analyses showed that P~04 reacta with both fibronectin chaina and both Hep II-
containing fragmenta <5~ ¡<Da ancl 38 ¡<Da>. Pl Fil, raised against the synthetic
peptide OS-li reacted ik¿lth the 38 ¡<Da fragment and with a 190 ¡<Da fragment
derived from the A ch~in of fibronectin. PIFí 1 did not react with the 58 ¡<Da
fragment thus c4early est~blish¡ng that 58 kDa comes from the E chain of
fibronectin and lacls th* 08-1 sequence. mAba P304 and Pl Fil were used to
evaluate the contributión ¿1 the Hep II and GS-1 sites ¡ti cutí attachm,nt to
fibronectin. P304 effec~iv0ly Inhibited 6 ceIl adhesion to 38 kDa, 58 ¡<Da and
fibronectin; Pl Fil ho~Éevór produced only limited inhibition, suggesting that
lymphocyte interaction With’Hep II may modulate further binding to the 08-1 site.
O 1~~2 >.cad.,ic preás. Inc.
We (1-3) and others (4) hayo previously shown that lymphocyte interaction with
fibronectin (En> Involves multiple siles ¡ocated in the central and carboxy-terminal
regians of Fn. Ihese sltds can be isotated within tryptlc fragmenta of 80 ¡<Da (RGD
sequence), 68 ¡<Da and 3$ ¡<Da (Hep II domain), whlch promote celí adhesion
effictently <1-3). Ihe 38 kDa fragmunt also containa the 08-1 adhesive sequence
(5, 6) of Ihe alternat¡vely spUced 11108 reglan of Fn, and la derived from the A
chain of Fn. Based on onzyme specificity and on the molecular weight of the
reaulting Fn fragments, it h~s been asaurned that the 58 ¡<Da fragment Is derived
from the 6 chain of Fn (1-3>. However the origen of this fragment has not buen
clearly established yet.
*
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Abbreviations: Fn, fibrorlectin; mAbs, monoclonal antibodies.
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Ihe existence of twa adhesivo sites (Hep II and CS-1) in clase praxlmlty wtthin
Fn, may suggest a lunctional coaperatian between both sites that resulta in an
efficient ceIl attachment. Uslng a panel of monaclonal antibadies (mAba) solected
lar thelr ability ta lnhibit lymphacyto adhesion to Fn, we have identifiod the a4~l
integrin es the receptor lar both sites, Hup II and CS-l (1, 3>. In the prosont study
we hayo obtained twa novel mAbs to Fn, which specifically recagnizo those
adhesivo siles. Wo haw used theso mAbs to ciearly establish that tho 58 ¡<Da
fragment Iacks 08-1 and Is doilved fram tho 6 chain of Fn. Wo hayo alsa atudied
the cantributian of bath sites <Hep II and 08-1) to cotí attachment by testing the
eftect al theso mAbs on Iymphacyte adhesion ta Fn and ita fragmonta.
MATERIALS AND METHODS
F¡bronectin and fibronectin fragments. Human plasma En was the generaus glft
of Drs. 8. Harowltz and A. Shulman (New York Bload Contar, New York, NY).
Tryptic fragmenta al 200 and 190 ¡<Da representing the 8 and A chaina 01 Fn
respectivoly, minus the 29 ¡<Da N-turminal and the 6 ¡<Da 0-terminal domaina
wore abtainud as desculbed (6). Trypt¡c Iragmonta al 38 ¡<Da, 58 ¡<Da, ami 60 ¡<Da
were praduced as provioualy roparted (1-3, 6). Briofly, these fragments are
isolated by heparin-Sepharose affinity chramatography af ttie En digesta and
eluted in the 0.1 M NaCí fractian (80 ¡<Da), ar0.5 M NaCí fraction <38 and 58 ¡<Da)
lrom this caiumn. The 38 and 58 ¡<Da fragmonts ero further resolved by DEAE-
Sephacel, which retains the 58 ¡<Da but not the 38 ¡<Da fragment. Furthor
purification of tho 38 ¡<Da lragmont waa achieved by a CM-Sephadex matrix
equilibrated in 10 mM Tris, 2 M urea, 50 mM NaCí pH 7.0. Alter removal of
unbound materlals with this bufler, the 38 ¡<Da fragment was separatud lwm athor
cantaminanta by running a NaCí gradient <50-300 mM) thraugh this column.
Fragmenta wero finally dialyzod againat PBS, cancentratod and atored in aliquata
at ~70O0.
Antibodies. mAba ta En wero produced by immunizing RBF/DnJ miau with the
previausly described synthotic poptide 08-1(DELPQLVTLPHPNLHGPEILDVPST) (5) cauplod to kuyhale limpet hemacyanin
(KLH), ar wlth the 38 ¡<Da Fn fragment, using previously reported protocola (1).
Palyclanal antibadios ta tho 38 ¡<Da lragment were obtained by subcutaneous
injectian al New Zoaland White rabbits with the puriled fragment.
Ceil attachment assays. Tho human E cali lino Ramos waa obtainod from the
American Type Culture Caliection (Rockvllle, MD) and expanded in RPMI, 10%
heat-inactivatud fetal bovina serum (Gibeo Lib Tochnolagies, Middlesex, UK) as
reportad (3). 4-dey calI cultures were used lar attachment aasays which wore
perfarmed exactly as describud (2. 3) using 96-woll Linbra plates with fíat bottoma
(ION Biomedicala Ltd, Bucks, UK). Altachod celia were fixed wlth 1.25%
glutaraldehyde, stained with 0.1% Taluidine blue and the absorbance at 492 nm
was determined using an autamatic microplato ruader MAPA 4 (Eurogenotics,
Eelgium>. Far Inhibition experiments, coated wells were incubated at raom
temperatura br 30 mm wtth 50 pl of appropriata dilutions of P3D4 ar Pl FIl mAbs
prior to adding the colla.
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ELISA assays. 96-weB platos (Corning Gisas Works. New York, USA) were
coatod wilh Fn (5 pg/well), 58 ¡<Da (2 pg/well> or 38 ¡<Da (1 gtg/well) in PES st 40
e overnight. PIstes wore uinsod with PBS, 0.05% Tween 20, and incubated with
spproprlate dilutiona of mAbs. Afler 1 h st 370 C, tho platos wero rinsed with
PBS/Tween and incubatud br en additional hour with a 1:1000 dilution of
puroxidaso-con~ugted goat igO ant¡-mouse iga (Dakopatts NS, Glostrup,
Denmark). The platos wero washed and duveloped by addition of 1,2-
Phenyíenediam¡ne dihydrochloridu (OPD> in 0.1 M cUrio acid-phosphate buffer,
pH 5.). Afler 30 mm, the absorbance st 492 nm was determinad using a
microplate reador.
RESULTS
Biochemical characterization of mAbs P3D4 and PIFI 1 binding sites in
fibronectin
lo determine the specilicity of the mAbs obtained using Ihe inimunization
protocois duscribed aboye, we performed ELISA assays with equal molar
quantities of Fn, 80 ¡<Da, 58 ¡<Da, oc 38 kDa fragmunts as substrata. Two mAbs
termed P304 and PiFlI showod to be positiva by this method. mAb P3D4
reacted iri a dose depondent manner with fragments 38 and 58 ¡<Da as weIl as
with intact Fn (Fig. 1, bIt); P3D4 did not react with the 80 kDa fragment (not
showru). mAb PlFil was producad by immunizing with the synthetic poptide CS-
1 and thus its roactiviíy with this peptido was not aurprisirig (data nol shown>;
however, it was impartant to determine whether Uiis mAb recognized the CS-1
segment when present within Fn oc Fn fragments. As shown in Fig. 1 (right>,
Pl Fil recagnized the 38 ¡<Da fragment but not the 58 ¡<Da fragment oc intact En.
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Figure 1. ELiSA analysis of the reactivity of mAbs P304 and Pl Fil with Fn and
the 58 kDa anó 38 kDa fragments. Wells were coated w¡th Fn (5 pg>, 58 kDa
<2pg) oraS kDa (1 pg) and incubated with the indicated dilutions of mAb P304
(left panel> or Pl Fil <right panel>. Quantitation of the reaction was done as
described in Materlais and Methods. Each determination was done un duplicate
and values represení the average of two dílferení experiments.
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Flauta 2. Western blot analysis of the reactivity of mAbs P304 and Pl Fil with
Fn and fragrnerits. £nn~ja.A..and..Q: nitrocellulose membrana transfers of a 10%
acrytamide gel contain¡ng 80 kOa (tanes 1 and 4>, 58 k0a (tanes 2 and 51, and 38
kfla (lanas 3 anó 6> fragments. Membranes were stained with Coomassie blue
<beft panel> or incubated with either P304 <1:200 dilution. A> or Pl Fil (1:500
dilution, C> (right panel>; blots were developed with a peroxidase-labeled goat
lgG ariti-mouse lgs. EanDIta.and..fl: nitrocellulose membrana transfars of a 5%
acrylamide gol containing Fn (banes 1 and 3), and 200 koa+190 kDa fragmenis(lanas 2 and 4>. Membranas were stained with Coomassie blue (len> or incubated
with mAba (right> P304 (6> or Pl Fil(O) and developed Rs aboye.
The resulta obtained by ELISA were confirmad by Western blots analyses of Fn
and ita fragmonts. As shown in Figure 2A, mAb P304 reacted with the 58 koa
(lane 5) atid 38 koa (lane 6) fragments, but not with the 80 ¡<Da fragment (lane 4).
P304 also reacted with intact En (Fig. 26, lane 3) and w¡th the two larga tryptic
fragments of 200 and 190 ¡<Da <Fig. 28, lane 4). These results indicate that mAb
P3D4 recognizes an antigenic deterrninant common to both Hep lb-containing
fragments (58 and 38 ¡<Da> and to both Fn chains (A and B>. In contrast, mAb
Pl Fí 1 (Fig. 20) reacted wilh Ihe 38 ¡<Da fragment (lane 6), but failed to recognize
p304
34
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1,Figure a Effect of mAbs P3D4 and Pl Fil on Ramos cebí attachmerit to Fn or
fragments. Wells were coated with 38 kfla (0.15 pg/cm2>, 58 koa (5 ¡ig/0m2>, or
Fn (10 pg/cm2> atid incubated with P304 or Pl Fil supernatants for 30 mm, prior
to adding the celis. Control wells (100% adhasion> are coated wells incubated
with an irrelevant hybridoma supernatant. Attached celís wera quantitated as
praviously dascribed. Values are the average of thrae separate experimanta.
the 58 ¡<Da (lane 5) or 80 ¡<Da (lene 4) tragmonta. Ihoso resulta cbearly indicate
that Pl Fil recagnizos a site present excbus¡vuly on the 38 koa fragment. Based
on molecular weights and spocificity of trypsin cbeavage, it was previously
assumed that the 38 ¡<Da and 58 kDa fragmunts are derived from Ihe A and B
chains of Fn roapectively (1-3). II this ¡a corred, the antigenic site recognized by
Pl Fil must be present in the A chain of Fn and absent from the 6 chain. To
confirm thia, we testad the reactMty of mAb PiFíI with the 200 and 190 ¡<Da
fragmonta. As shown in Figure 20, PiFil reacted with thel9O ¡<Da but not with
the 200 ¡<Da lragmont (lene 4). mAb Pl Fil gaye a vory faint reaction with intact
Fn (bane 3), perhaps due to thu relative molar quantity of the 08-1 sugment in Fn
es compared to the 38 ¡<Da fragmont. Another posaible uxplanation ¡a that 08-1 la
not fully avaibable when present in the intact molecube. Abtogethor these resulta
cbearly show that mAb Pl Fi 1 raised against Ihe synthetic peptide 08-1, is able to
r recognize this site within the 38 ¡<Da fragment and thu A chain of Fn, and that the
58 ¡<Da fragment lacks tho 08-1 site and is derivad from the 6 chain of Fn.
Fund/anal propod/es of mAbs PSD4 and PIFI 1
Wu (1-3) and others <4, 7) have pruviously shown that the Hep bí domain
(cantained ti tho 38 and 58 ¡<Da fragmonta) and the 08-1 aogment (contained ti
the 38 ¡<Da fragment> of Fn aupport celí adhasion. Wo hayo also shown that the
38 ¡<Da lragment ¡a a more eff¡cient subatrate for lymphocyte attachment than Ihe
58 ¡<Da tragment (2, 3). Ihe preceding rusulta (Figa. 1-2> mapped the binding
sites of mAba P3D4 and Pl Fil to Ihe Hep Ib domain atid the 08-1 site of Fn
respoctively. lo further evabuatu the contribution of both sites to lymphocyte
attachment to Fn, we studied the adhesion of the 6 calI Une Ramos to Fn and Fn
fragmenta in fha presence of mAbs P3D4 and Pl Fil. As shown in Figure 3, mAb
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P3D4 elficiontIy Inhibited (>95%) celí attachment to Fn or Ihe 58 ¡<Da lragmont,
and produced substantial inhibition (70-80%) of adhesion to tho 38 ¡<Da lragment.
mAb Pl Fí 1 howovor produced only limitad inhibltion (10-20%) 01 adhaa¡on to Fn
or 38 ¡<Da lragment (Fig. 3). mM Pl Fí 1 compíetely inhibited cali attachment to
tha aynthetic peptide 08-1 <not ahown). Incubation with both mAbs
simultanaouaíy producad 95% Inhibition of cali attachmont to the 38 ¡<Da
fragment <not shown). For comparison, a polycbonal antibody anti-38 ¡<Da
fragment complateíy inhibited adhesion to Fn, 58 ¡<Da and 38 ¡<Da fragmenta (Fig.
3>.
DISCIJSSION
bn this study we haya obta¡ned two new mAba which recagnizo fha Hap II and
08-1 sites In the carbaxy-torminab rogion of Fn. We hayo usod theao mAba to
clarify the origen of Fn lragments derivad lrom thia rogion; since Ihese two sites
(Hep II and 08-1> are involyad in cali attachmant, we haya also studied the effect
of thoao mAba on bymphocyte adhoaion to Fn.
mAbs which spacilically racognize fha CS-i site in Fn hayo not been previouaby
reponed. Two research groups haya succesatully obtained polycbonal antibodies
to the 11108 region of Fn, using as imniunoguna a fusion protain containing a 95
amino acid residuo stratch of 11108 (8), or a synthot¡c poptido camprising the last
31 residues of 11105 (9). Both of theae segmenta (95 and 31 residuos> aro outsida
the CS-l region atudied here which compílses the lirst 25 amino acid residues of
11108 (3, 5). The results obta¡ned with mAb PI Fil clearly show that the 58 koa
lragment la darived from the E chain of Fn. Thia was previously aasumad (1-3,7)
basad on fha molecular waight of fragmanta derivad lrom this rogion of Fn but can
be dafinitely established now. Bocause the 05-1 segmant la regulatad by
alternative splicing mechaniama, the availability of mAb PiFil may be very
useful to study tho presenca of tho vartoua Fn isoforma (with and without 08-1) in
diflerent tiasues, particubarly during devolopment.
Although fha preciso site in Hep II recognizad by mAb P3D4 was not mapped. the
lact that thia mAb olficiently inhibita cali adheaion to both 58 ¡<Da and 38 ¡<Da
fragments and to Fn, suggests that fha antiganie site recognized by ‘P3D4 a
diroctby involvad (or in ciose proximity) in cali attachment. The finding that P304 is
a good inhibitor 01 ceIl adhasion to the 38 ¡<Da fragmant was somewhat
surprising, since this fragmant containa two adhesion promoting sites <Hep II and
08.1> and OS-l ¡a apparantly of higher affinity than Hep 11(1-3). It a intereating
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that mAb Pl FIl <ant¡-CS-l) is a poar inhibitor al cebí adhesion to the 38 ¡<Da
fragment or Fn. An explanation lar Ihis le that Pl Fil does not bind nativa 36 ¡<Da
fragmunt (or Fn) with sulfieiont aflinity lo block cali attachmunt. Alternatively.
Pi Fil may bind to an epitope of 05-1 wh¡ch is not dlroctiy involved in adhasion.
in this rogard, splltting CS-1 Into the previousby described A13 ami B12
subpoptidos (3) abolishos furthor binding to Pl Fil <E. A. Wayner, unpublishod),
suggesting that tho epitope recognizod by this mAb is locatad in tho middIe of
08-1. it was recently ahown (10, 11) thaI Iho actiyu adhesivo sequence withiri
08-1 is the tripeptido LDV bocatod in Ihe carboxy-torminal half of the peptide
(within Bí 2>. A more likely explanation lar the lac¡< of inhibition of mAb Pl Fi 1 is
that, contrary lo Iho offect of PSD4, blocldng CS-1 does nol precItada ceil binding
to Hep II. Ihe difleroní functionaí propertias of mAbs P304 and Pl Fi 1 suggest
thaI the Hap II and CS-1 sites, may act in a cooperative marinar lo proniote
Iymphocyte attachmont lo En. This suggostion is supported by tho fact thaI both
regions internet with the sanie ceil receptor, the «4131 intogrin <1, 3). It is therefore
possibla that interaction with Hep II is the lirat step in the procesa of cali adhusion
to Ihe carboxy-terminal rogion of Fn, and thaI Ihis interaction regubatea (and
sírongíhon) binding to 05-1. While Ihis mechanism awaits confirmation, Ihe
availability of Iho twa noval mAba doscribed hero would be yery useful to fully
understand thu molecular bases and rugulation of Iymphocyta interaction with Fn.
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a4f31 Recognition of the Hep II Domain of
Fibronectin Is Constitutive on Sorne Hemopo¡etic
Celis but Requires Activation on Others’
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ABSTMcr. Leukocyte adhesion to the carboxyl-terminal reglan of fibronectin, a major camponent of extracellular
matrices, invoives recognitian of (he CS-1 site and the Hep II domain. We have previously shown that cultural T
and E lymphoid celis consthutively auach via the a4¡31 integrin to a 38-kDa fibronectin fragment that contains CS-1
and Hep II, and to a 58-kDa fragment that contains Hep II only. In his report we have studied the adhesion of other
hemopoietic celís to the CS-1 and Hep II regions of fibronectin. Cultured manocytic celis and peripheral bload T
¡ymphocytes constitu’Ávely bound to the 38-kDa fragment indicating that a4131 was functiona¡. These celis, however,
were unable to bind to the 58-kDa fragment. On Iymphoid celis both fragmens were shown to bind to veryclase
regions of a4131 as indicated by the inhibition pattern of mAb to various a4 epitopes, and by the goad inhibitory
capacity of soluble 38-kDa fragment vn ceil adhesion to 58-kDa fragmen!. These results suggested that a4f31 is
present on certain cdl populations as a partiaíly active form able ta recognize the “high affinity” ligand CS-1 but
not the “low affinity” ligand Hep II. Binding of monocytic celis and peripheral bload T lymphocytes to the Hep
II domain couíd be induced by several agents: first, long (48-10 and shorwi (20-mm) treament with phorbol esters;
second, celí incubatian with the divalent cation Mn2*; third, and most effective, celí incubation with the mAb
TS2/16, which is directed to the ¡31 integrin subunit. Binding to the 58-kDa fragment in Ml three cases was com-
pletely inhibited by mAb anti-a4, thus confirming the involvement of a4j31 in the recognition of the Hep II domain.
No majar changes on a4¡31 surface expression were observed after these treaíments as determined by immunof-
luorescence anaíyses. Our results indicate that hemopéietic celis may differentiaí¡y bind the CS-1 and Hep II ligands
in fibronectin depending on the activation state of a4¡3l, a fact that may be relevant far ihe migraban and function
of leukocytes. Jaurnal of lmmunology, 1993, 150: 3506.
L yniphocyte interactions with extraceltular matrixcomponents such as Fn3 are essentiab Co thcirproper migration and localization in lymphoid tis-
sues and inflamrnatory sites as well as to Cheir function
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(reviewed in References ¡ and 2). Lymphocye attachment
to Fn is mediared by multiple adhesive sites bocated in the
central and carboxyl-terminal regionsof Fn (3—7). Ihe cen-
tral cebl-binding domain contajos the ROO sequence and
twa synergistic sites that cooperate with ROD (8). The
carboxyl-termirsal ceLt-bind~ng region of Fn comprises (he
2 Address correspondence and repriní rec¡ues¡s lo Dr. Angeles Garcia.Pardn.
Centro de Investigaciones Biológicas. C5IC. VeLázquez 144, 28008 Madrid.
Spain.
Ahbreviations used in Ihis paper: Fn. (ibronectin; JIICS, typc III connecting
segitení.
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Hep IT domain and the IIICS. The most active celi-binding
sitewithin IIICS correspondstoresidues l—25andisknown
as CS-l (9). -At least four distinct sites with¡n the Hep II
domain termed Hl. FN-CM 1, FN-CM II, and FN-CIH III
(see Fig. 1) hayo been shown to mediate adhcsion ahorne
ccli types, including murine and human melanoma celis to
Fn (10—12). It is notknown whctherlympbocytes iccognize
any of diese sequences in the Hep II domain.
Wc have previously shown diat cultured T ami B lym-
phoid celís efficientlyattacli to a 38-kfla fragment derived
from the A chain of En, which contains thc Hcp 11 domain
andpartoflllCS includingCS-l (5—7,13). Lymphoidcells
also constitutively attach to another fragmen¡ of 58 kDa
derived from dic E chain of Fn, tImÉ contains thc Hcp II
domain but Iacks IIICS (5—7, 14). fle Iymphocytc receptor
that interacts witli both fragmcnts is the a4¡31 integrin.
which bincis CS-I and sequences of the Hep U domain foL
yet identified. A recent repon (10) has shown that the Hl
sequence of Fn constitutes a ligand for a4¡3 1 in melanoma
celis.
Althoughcu¡turcd lymphoid celis constitutivcly attach to
the 58-kDa and 38-kfla fragments Wc have observed that
thc contribution of the Hep II and CS-1 sites to ccli at-
tachment may vary among diffcrcnt ccli populations. This
is evidenced by the fact that dic synthetic peptide CS- 1
complctely inhibits acihesion of the B ccli ¡inc Ramos to Fn
or 38-kDa fragmcnt (7), but produces only partial inhibition
of attachmcnt of T lymphoid celís lo these substrata (5, 6).
Becausebodi regionsHcp 11 and CS- ¡ are ligands of a4¡3 1,
thcsc findings suggest that dic preferential recognition of
cither Hep II or CS- 1 may be regulated by thc iigand itscif
«he CS-l sequence is regulated by altemative spiicing and
it is not prcscnt in ah Fn isoforms), ancilar by dic a4¡31
receptor prescnt at a panicular ccli population. In this re-
gard. it has been rccently demonstratedthat thc constitutive
binding of ¡3! integrins to extracdilular maírix protcins and
activated cndorhelium can be up-regulated by certain mAb
directed ta the 131 subunit (15—18).
In this repod wc have extended aur previous studics to
furthcr undcrstand thc moiccular mcchanisms and tite rcg-
ulation of leukocyte interactionwith tite carboxyl-tcrminal
region of En. Wc show that monocytic celis and periphcral
blood T lymphocytcs constitutivcly bind Lo the 38-kDa
fragmcnt (CS-1) via a4(31, but are unable to attach to the
58-kDa fragment (Hep II). Thcreforc, a4¡31 on diese celís
diffcrs from dic prcviously described a4¡31 present on cuí-
tured1 and E cetis, which constitutivcty binds Hep II aud
CS- 1 (5—7). Wc shaw that conversion to the fully activated
a4¡3l with capacity to recognize Hep 11 can be achieved
by ccli trcatment with cither PMA ar the divalent catian
Mn2~. Furihermore, we show that recognition of tite Hep
11 domain of En is regulated through the ¡31 subunit of
a4¡3l.
Materjais and Methods
Fn and Fn fragments
Human plasma En was the generaus gift of Drs. B. Horow-
itz and R. Shulman (New York Blood Center, New York,
NY). The 38-kDa and 58-kDa fragmcnts derived from dic
A and B chains of En, rcspectively (set Fig. ‘» were ob-
tained by trypsin digestion (11200, 370C, 90 mm) and pu~
rified u previously described (5—7. 14). Purified 58-kDa
fragment was always analyzcd by Westem blotting with
mAb PiEl 1 (14) (scebelow) to confirm tite absenccofthc
CS-l sequence.
mAb
mAb PIFII reactive with dic CS-1 sequence of Fn was
produced and characterized u reponed (14). mAb Lo dic a4
integrin subunil HPI/l (epitope A), HP2/I (epitope Bí),
and HP214 (epitope B2) (¡9), and mAbAlex 1/4 andTS2/16
specific for tite ¡31 subunit were obtained from Dr. Fran-
cisco Sánchez-Madrid, Hospital de la Princesa, Madrid,
Spain. mAb B-5G 10 (anti-a4. epitope C) (¡9) was obtaincd
from Dr. Martin Heniler (Dana Farber Cancer Institute,
Boston). mAb PID6 (anti-a5) was obtained from Dr. Eliz-
abeth Wayner (University of Minnesota, Minneapolis,
MN). mAl, HC 1/1 (anti-CD11c) was obtained from Dr.
Carmelo Bcmabeu (Centro dc Investigaciones Biólogicas,
Madrid, Spain).
Celis and ceil culture
Thc human cdl lines U-937, HL-60, and THP-1 (mona-
cytic), Ramos and CESS (E Iymphoblastoid), and HUT-78
(1 Iymphoblastoid) were obtained from tite AmericanType
Culture Collection (Rockville. MD). Jurkat (T Iymphoblas-
toid) and JY (E lymphoblastoid) celis werc.ehtainedfrom
Dr. C. Bcrnabeu. Celís werc expanded inRPMI 1640, sup-
pleniented with 10% heat-inactivated FCS (GIBCO, Mid-
dlesex, UK), 2 mM u-glutaminc, ¡00 U/ml penicilhin (An-
tibióticos, Madrid, Spain), and 24 pg/ml gentamicin
(Llorente, Madrid, Spain). THP-1 celis wcrc grown in tite
same medium supplemcnted with 50 pM 2-ME. In general,
4-day cultures were used far assays. For induction of dif-
ferentiation, U937 celís (5 X 105/mI) were transfcrred Lo
Tcflon vials (Pierce, Rockfard, IL) and incubated with 10
ng/ml of PMA (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) for 48
it. Effectivcncss of PMA treatment was assessed by visual
examination of mo~ho~ogic changes characterized by tite
forrnation of ccli aggregates, and by increased cxpression
of tite CDI lc Ag.
Peripiteral bload lymphocytes and monocytes wcrc ob-
tained from venaus bload of normal vaiuntary donors
ircated with sodium citrate. After Lympitoprcp (Nycomcd,
Oslo. Norway) density gradient centrifugation, peripiteral
mononuclear celís were depleted of adherent celis by in-
cubation in plastic fiasks precoated wilh serum at 370C for
2 it. T cells were purified by passage thraugh a nylonwool
column.Tcell-enrichedpopulationcontained >90%CD3~
and <3% CD2l~ and CDllc~. Adherent celís were har-
vested with HHSS containing 5 mM Na
2EDTA. Tite pite-
notype of the aditerení population was >95% CDIUV~,
CD3l~, and <1.9% CD3~.
Ceil attachment assays
These assays were performed exactly as described (6, 7)
using fiat bottom, 96-weII Linbro pises (ICN Biomedicais,
Higit Wycombe. Bucks, UR) coated with appropñate con-
centrations of En or En fragments. me plates were washed
with PBS and incubated al 37
0C with heated (850C, 10 miii)
¡.5% BSA. After rinsing witit PBS containing 0.9 mM
CaCI
2 and 0.5 mM MgC¡2, lOO ji! of a 5ío6 >< 105/ml cdlsuspension was added to each coated wel¡ and aditesion was
assessed after 30 mm al 37’aC. For T lymphocytc experi-
ments a 106/ml cdl suspension was used. Nonadherent celís
were removed by two gentle washes witb RPMI ¡MO and
attached celís were fixed ovemight with 1.25% glutaral-
dchyde. washed, and sisined with 0.1% toluidine b¡uc. Af-
ter 4 it at room temperature, tite absorbance al 492 nm was
determined using an automatic microplate reader MRPA 4
(Eurogenetics Teffender¡o, Be¡gium). For inhibition exper-
iments cel¡s were incubated with appropriate mAb for 1 it
al 4’aC before adding Lo tite coated wells. Assays in tite
presence of Mn24 were performed with celís previously
washed twice witit 10 mM Tris, ¡50 mM NaCí, ¡ mM
MnCI
2, 1 mM CaCI,, and tite piaLes were washed with tite
same solution. For anti-¡31 mAb assays, celís were prein-
cubated with a 1/10 dulution of tese mAb for 20 mlix aL
37
0C before tite aítachment assay.
Quantitation of ccli attacitment was done based on tite
00 al 492 nm usingcalibration curves for each cdl [inc or
T celís as described <15). 00 was found to be a linear
funclion of tite number of celis attacited in tite range 0.5 Y
— 2.5 x io~ celís (witit minor citanges for eacit cdl ¡me)
and 3.2 x ¡o~ — 2 X ¡o~ for peripiteral blood T lympito-
cytes. AII assays werc perforrned iii triplicate.
lmmunofluorescence analyses
CelIs (5 x í05) were incubated for 30 mm at 40C with ¡00
pl of culture supernaíants containing tite appropriate mAb.
Celis were washed twice with coid PES containing 1% BSA
and resuspended in loo itíofa l/l0Odulution offluorescein-
conjugated F(ab’)
2 fragmenis of rabbit antibodies Lo mause
¡gO (Dakopaus, Glostrop, Denmark). After 30 mm at 4
0C
tite celís were wasited íwice, resuspended in PES, and an-
alyzed by tiow cytomeíry on an FPICS-CS (Caulter Ci-
entifica, Mósmíes, Spain>.
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FIGURE 1. Schernatic drawing of the 58-kOa and 38-kDa
Érypíic fragmenís of Fn used in Ihis study. rypes ¡ and III
homology repears of Fn corresponding Lo ihese fragmenís are
indicated and numbered (31). The S8-kDa fragmení is de-
rived from Ihe E chain of Fn and contains Ihe Hep II and Fib
II domains liniced by a type III homology unit that contains a
free sulfhydryl group (13, 14). ¡he 38-kOa fragmení is de-
rived from the A chain of Fn and contains the Hep II domain
and part of the ¡IICS segment (13). The position of the known
aditesive sequences within Hep II and IIICS is indicated (9,
10—12). CS-1 is only present on Ihe 38-lOa fragmení,
whereas Hl, 1, II, and III are common to both fragmenís.
Results
Fn fragments that contain the Hep II domain
The Fn fragmenís of 58-kDa and 38-kDa used in titis study
(Fig. 1) itave been previously described (5—7). Botit frag-
ments contain tite entire Hep 11 domain of En and itave
identical N-terminal amino acid sequence. Tite 3&-kfla
fragment also contains tite first 67-amino acid residues of
te IIICS region, including tite CS- 1 site <¡3), and is derived
from tite A citain of Fn. Tite 58-kDa fragment lacks tite
entire IIICS region <¡4) and is titerefore derived from tite
E citain of En. Consequently, íhe 38-kDa fragment contains
two ccli binding regions: Hep ¡¡ and CS-l; tite 58-kDa
fragmení contains only one: Hep II. Tite 58-kDa fragmcnt
also comprises tite Fib 11 domain of Fn (A. Garcia-Pardo,
unpublisited obscrvations) <Fig. 1). Tite position of tite
known aditesive sequences within Ihe Hep II domain of Fn
(9—12) is also sitown in Figure 1.
Differential acihesion of ¡ymphoid and monocytic
celis to the Hep II domain al Fn
Wc itave previously reponed that T and E lymphoid celís
and U937 monocytic celís efficiently attach to tite 38-kDa
En fragmeut via tite a4j31 integrin and titat tite CS- 1 se-
quence of Fn is tite primary ligand in titis interacdon (5—7.
20). However, T and E lymphocytes alsa recognize otiter
aditesive sites in tite Hep 1! domain of En not yer identified
(5—7). In tite prcsent study we attempted to furtiter clarify
tite interaction of itcmopoictic celís witit both rcgions of En:
Hep II and CS- 1. Figure 2 shows tite profiles of aditesion
of lympitoid and monocytic celís Lo tite 38-lOa and 58-kfla
fragmenís of Fn. As can be observed and as previously
reponed (5—7, 20>, tite T cdl Une HUT-78 (and Jurkat, noí
sitown), (he B cdl une Ramos (and JY, CESS. not shown)
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FIGURE 2. Attachment of lymphoid arid monocytic celís to the 38-lOa (open cirdes) ami 58-kDa (closed circíes) fibronectin
fragments. A, HUT-78 (1 lymphoblastoid), 8 Ramos (B lymphoblasoid), and C, U937 (monocytic) celis. Microtiter weiiswere
coated with 100 ¡.ul of tite indicated concentration of either fragment and 5 x 1 o~ celís were added. After 30 mm at 370C,
attached celis were stamned and quanthated by 00 as described in Materia>s and Methods. Each determination was done in
duplicate ami values represent tite means of titree different experiments. Values on tite ordinate indicate the percentage of celís
that remained attached after washing relative La tite total input of cells (5 x 104/well) after subtracting bíanks. Maximal
aditesion values of 40 lo 50010 in ah titree cases represení celí saturation of wells.
and tite monocydc cdl lino U937 (and THP-l, HL-60, not
sitown) efficiently aditered Lo dic 38-kDa fragment in a
dose-dependent manner. Al! T and E ccli lunes studied also
constitutive[y attacbed to dic58-kDa fragment, which ¡acks
dic CS-l site (shown in Figs. 24 and 28 for HUT-78 atid
Ramos, respective¡y). In contrast, U937 rnonocytic celís
(and TI-lP- 1, HL-60, no’ shown), which constitutively al-
tacited to tite 38-kfla fragment (47% of celis bound at sat-
uration), were unable to bund to tite 58-lOa fragment (Fig.
2C). The total number of HUT-78 cefls attached at satu-
ration represented 49% ami 42% of total ccli inpuí for 38-
kDa and 58-kDa fragments, respectivoly (Fig. 24). In tite
case of Ramos, these va¡ues were 42% ami 28%, respec-
tively (Fig. 28). As shown iii these figures ami as previ-
ous¡y reported (6. 7), tite 38-kDa fragment was a more
efficient substrate for ccli aditesion titan tite 58-kDa frag-
ment. Thisquantitative difference in diccapacity to support
ccli attachment as well as te lack of adlxesion of monocytic
celís to tite 58-lOa fragment (Fig. 2 Q were not caused by
a poorer adsorption of 58-kDa Lo plastic surfaces because
Wc have previously shown in quantitative experimcnts tis-
ing 3H-labeted fragments that equivalent amounts of 38-
lOa and 58-kDa fragments bind to diese plates (6, 7. 20).
Using twa mAb directed Lo the a and 13 subunits, re-
spectivcly, of tite a4¡31 uniegrin, we (5, 7> and others (18)
prcvious¡y showed diaL a4¡31 could also function as tite
receptor for tite 58-kDa En fragment. To establish witether
tite same a4(31 epitopes were invo¡ved in tite recognition
of tite 38-kDa ami 58-lOa fragments, Wc performed at-
tacitment assays in Lite presence ola panel of anti-a4 mAb.
As sitown iii Figure 3A, mAb HP¡/¡, HP2/1, and 8P2/4,
previously mapped to epitopes A, Rl, and B2 of tite a4
subunit. respectively (¡9), inhibited Ramos cdl aditesion
(and HUT-78, not sitown) Lo tite 58-kDa arid 38-koa frag-
ments witb an identical patenn (El > B2 > A). Ibese
resulta clear¡y sitow that tite CS- 1 site (38-kDa) and dic Hep
II sites (58-kDa) interact with very close rcgions in a4¡31.
This conclusion was further confirmed by tite capacity of
soluble 38-kDafragment Lo inhibit ccl! aditesion to 58-kDa
coaLed wells. As sitown in Figure 38, preincubation of
HUT-7& celis (andRamos, nol shown) with soluble 38-lOa
fragment resulted in 80% inhibition of attacitment Lo dic 58
lOa fragment. Cdl preincubation with soluble 58-kDa
fragment itad limitod effect (30% unhibition) in agreement
witb previous observaíions aix tite different binding affin-
ides of botit fragments (5—7). Altogetiter diese results sug-
gcst titat monocytic celís bear a partial¡y functional form of
a4¡31 which differs from diaL present incultured Iymphoid
celís in tite abi!ity to inreract with Hep Hin Fn.
Recognition of tite Hep II domain of Fn is induced
after monocytic celí differentiation and activation
Wc itave recently sitown diaL differentiation of U937 celis
affects tite constitutive binding of titese celis to tite 80-kfla
(RGD site) and 38-kDa (CS-t site) fragments of Fn (21).
Wc now studied whetiter diffcrentiated U937 celís acquircd
tite capacíty Lo recognize tite 58-ltDa fragment (Hep II
sites). As shown in Figure 4, iJ937 celis thai had been cul-
tured in Lite presence of low doses (¡0 ng/mí) of PMA for
48 h, specifically aditerod to tite 58-ltDa fragment in a dose-
dependen manner. Titis result suggests timt diffcrenriation
of U937 celis is accompanied by tite conversion of a4f~l
Lo a fully active form capable of interacting widi Lite Hcp
1! domain. It can be argued hat given tite lengdi of time
involved and tite overail changes undergone by U937 celis
during diflerentiation (22), tite contribution of otiter factors
diaL may affect tite aditesion properties of titese celís cannot
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FIGURE 3. irihibitian of cdl aditesion Lo tite 58-l.fla fragment by mAb to a4 (A) orby soluble 38-kDa and 58-kDa Iragments(8>. A, Ramos celis were incubated *ith anti-a4 mAb HP1/1 (epitope A), HP2/1 (epitope BU, or HP2/4 (epitope B2) lar 1 it at
4C and added to wells coated with 38-kDa (1.2 pg/mI) (open cirdes) or 58-lOa (19 as/mi) (closed circies) lragments. 8,
HUT-78 celís were incubated witit tite indicated concentratians of 38-lOa or 58-kDa fragment lar 30 mm at room temperature;
celis were acided to 58-kDa-coated wells (19 1jg/ml or 1.9 ag/well). Attached celís in bat experiments were quantitated as
described. Values are expressed as percentage of tite number of celis attached a control wells (no inhibitor>. Tite average
number of attached celis in control wells was: A, 6,000; B, 14,000.
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FIGURE 4. Effect of long (10 ng/mí, 48 hí (open squares>
and shart (50 ng/mi, 20 mm) (dosed ch-cies) PMA treatment
on tite aditesian of U937 celís Lo tite 58-lOa fragment. Rest-
ng (closed squares> or PMA-treated U937 celis were added
to wells coated with 100 jal of tite indicated concentrations of
58-kDa fragment. After 30-mm incuhation attached celis
were quantitated as described. Determinations were done in
duplicate and are tite average of Litree separate experiments.
Values on tite ordinate represent tite percentage of auached
celis relative La tite total ceil input (5 X 10
4/w fl).
be completely ruled aut. lo overcgme titese problems, we
studied Llie effect of acuLe activation of ¡1937 cells (without
induction of differentiation) on adlliesion Lo Lhe Hep 1! do-
main. As sitown in Figure 4, treatrnent of U937 celís witit
50 ng/ml of PMA for 20 mm resulLed in an even more
efficient attacitmcnt Lo the 58-lOa fragment. Similar paL-
terns of adhesion Lo thc 58-lOa fragment were obtained for
HL-60 and THP-l celis (rcsults not shown>. Titese results
are in agreement witit previous reports sitowing increased
lympitocyte aditesion to Fn afrer sitort term activarion witit
PMA (¡5, 16, 23, 24). U937 celí binding Lo tite 58-lOa
fragment was mediated by tite a4¡3 1 integrinbecause it was
initibited by mAb Lo tite a4 subunit (not sitown).
To cstablish witether PMA treatment affected tite relative
pattern of expression of o4 epitopes A, El, B2, and C,
resting and PMA-treated U937 celis were analyzed by im-
munofluorescence using tite panel of anti-a4 mAb men-
tioned aboye. As sitown in Table 1, titere was a consisent
decrease in tite expression of alí faur epitopes alffiough no
majar relative citanges were observed among titem. No
citanges in a4¡3 1 surface expression were derected afta
short PMA treatment (not sitown).
Recognition of the Hep II domain of Fn by
monocytic celis is regulated through the ¡31 subunit
It was recently reponed titat Lite function of severa! ¡31
integrins including a4¡31 and a5¡3l can be up-regulated
titrougit certain mAb specific for tite (31 subunir (15—1 8).
lo study witetiter sucit mAb affected tite irneracrion of
a4¡3l witit its Hep II ligancis. we performed ccli auachment
assays to Lhe 58-kDa fragment in Lhe presence of two
anti-¡3¡ mAb,TS2/16 andAlex ¡/4. As shown ¡a Figure SA.
preincubarion of ¡1937, THP-l. and HL-60 monocytic celís
wiLh Lite activating mAb TS2/16 resulted ¡a specific aL-
tachment to tite 58-kfla fragrnent. Tite level of ccli attach-
ment to titis concentration of 58-kDa fragment reacited 16
to 20% of total cdl input and was similar ro tha obta¡ned
after ccli treatmeat with PMA (compare Fig. SA wirh F¡g.
4) with sligitt variat¡ons among (he various ccli lines. Cdl
preincubaLion with tite control mAb Alex 1/4 had no elTect
(Fig. SA).
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Table E
Expression of a4 ep¡topes vn
celis
3511
resring and PMA-srimuíated ¡3937
Tite divalent cation Mn2~ induces celí binding Lo LheHep II damain of Fn
Antibody
Mean Fluo.escence Inteosity
U937 PMA-U937
l-IPI/1 (A4 115.2 105.2
HP2/1 (81) 107.8 94.1
HP2/4 (82) 125.9 110.5
8-5Gb (C) 128.9 95.8
HC1/1 (CDllc) 34.2 63.0
mAb TS2/16 also enhanced dic constitutivo bunding of
monocytic celís to dic 38-kDa fragment and dius affccted
Lhe interaction of a4¡3 1 widi lis twa Fn ligands (Hep II ami
CS-l). As shown in Figure SR, restung THP-1, ¡1937, and
HL-60celís bound efficiently (16 Lo 20% of total ccli input)
to 38-kDa fragment-coatcd wells. mAb TS2/16 enhanced
diis constitutive binding by more titan twofold Lo saturatian
levels (40 to 50% of total ccli input), whcreas tite control
mAb Alex 1/4 had no effect (Fig. SR). Intcrestingly. at tite
equivalent molar concentrations shown in Figure 5 (0.6
nmol of 58-kDa and 0.5 nmo¡ of 38-kDa fragmenO. tite
induced level of acihesion Lo dic 58-kfla fragment was sim-
ilar to the constitutive binding of diccorrcsponding cdl ¡inc
Lo the 38-kfla fragmení (Figs. SA and SR). Tite effect ex-
caed by mAb TS2/16 involved tite a4¡3l integrin because
preuncubation with anti-a4 mAb HP2/1 completely inhib-
ited aditesion of alí celís Lo die 58-kfla fragmení (Fig. 6)
and Lo Lite 38-kDa fragment (not shown) witereas tite
anti-aS mAb PID6 used as control had no initibitory effecí.
mAb TS2/1 6 induces recognit¡on of tite Hep II
domain by peripheral bload T lymphocytes
To establish whether tite differential aditesion Lo tite CS-1
and Hep 11 regionsof Fn also occurred on otiter itemopoietic
celís besides titase of monocytic lineage. we studied tite
aditesion of Tcelís Lo tite 38-kfla and 58-ltDa fragments.
As shown in Figure SA, freshly isolated T lympitocytes
were unable Lo attacit Lo tite 58-kfla fragment. Titese celís
however constitutively bound Lo tite 38-kDa fragment (Fig.
SR) althougit not as efficiently as cultured lympito¡d celís.
Preincubation witit mAb TS2/16 unduced tite specific aL-
tacitment of T lymphocytes to tite 58-kDa fragment <Fig.
SA) and enitanced by more titan titreefold titeir constitutive
binding to tite 38-kDafragment (Fig. 58). As for monocytic
celis, tite effect of mAbTS2/¡6 was comp[etely blocked by
anti-a4 mAb ¡-ff211 <noÉ sitown). Tite constiturive binding
of tite 8 cdl line Ramos Lo tite 58-ltDa fragment was also
enitanced by mAb T52/16 (not sitown). Sitort íreatment
witit SO ng/ml of ¡‘MA also induced specifíc binding of T
celís to tite 58-kDa fragment (daLa not sitown>.
It is now well establishod titat integrin funetion can be mod-
ulated by divalent cations (2). In particular Mn2~ has been
sitown Lo enitance tite affínity of the aS(31 integrin for its
ligand. Lite ROD sequence of Fn <25). In tite present study
WC tested tite possibility titat Mn2~ could mimic tite effect
of mAb TS2/l 6 and induce ccli binding Lo tite 58-kDa frag-
ment. As sitown in Figure SA. inclusion of Mn2~ in tite
attacitment assays and prewasiting tite celís in tite presenco
of titis cation resulted in specifíc aditesion of tite titree
monocytic cdl linos tested Lo Lite 58-kDa fragment. Mn2~,
itowever, was not as efficicnt as mAb TS2/¡6 in inducing
monocytic ccli binding lo tite Hep II sites and liad minima!
effect anT celís (Fig. SA). As sitown in Figuro SB, M~9~
also increased tite constitutivo binding of ¡1937 celís to tite
38-kDa fragment but had no significant effect on THP- 1,
HL-60, arT celís. Mn2~ cid notaffcct cdl hinding La BSA-
coated surfaces titus confirming tite specificityoftiteeffect.
Treatment witit Mn2~ cid not affect ccli surface expression
of a4f31 as detennined by immunofluorescence using
anti-a4 and anti-f31 mAb (daLa noÉ sitown).
D¡scussion
In titis repon we itave extended our previous studies on
leukocyte aditesian to Fn and we shaw taL 1) monocytic
celís and peripheral bloed T lympitocytcs constitutively
recognize tite CS-1 site presentan tite 38-lOa fragment of
Fn but are unable Lo bind to tite 58-kDa fragment titat con-
tains only tite Hep II sites; 2) botit 38-kDa and 58-kDa
fragments bind Lo very clase regions of tite a4f31 untegrin;
3) a4¡3l on titese celís is titerefore presení as a partially
active or low avidity form thai is able lo interaet witit the
more active ligand CS-¡ but not witit tite less active ¡igand
Hcp II; 4> binding to Hep U can be induced by cdl treatment
witit cititer ¡‘MA, tite divalenL cation Mn2~ or, most cf-
fectively, witit mAb TS2/16 directed Lo tite ¡31 integrin sub-
unít.
Tite titree manocytic ccli lines used in tite present studies
failed Lo aditere to the 58-kDa fragment of Fn even at itigh
concenírations of >300 pg/ml, althougit íitey efficiently
bound ta tite 38-kDa fragmení titrough tite CS- 1 site. Titis
confirmsour preliminary results using ¡1937 celís (20> and
may indicate íhat lyrnphoid and monocytic celís beitave
d¡fferently w¡tit respecí Lo the utilization of tite varlaus ad-
hesive sites in Fn. As we have prev¡ously sitown, cultured
T aud E lymphoid celis constitutively bind to bat 38-kfla
and 58-kDa fragmenís of Fn alíitougit, on molar bases, ihe
38-kfla fragmení Was abaut threefold more effective titan
tite 58-kDa fragmení in supporting celí aditesion (5—7). The
fact thai fresitly isolawd peripiteral bload T celís are also
unable to bind lo tite Hep II domain of Fn (titis repofl)
suggests titaL tite different¡al recognition of te Hcp 11 da-
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FIGURE 6. Inhibition of mAb TS2/16-indsaced manocytic
celí aditesian Lo tite 58-kDa fragment tw anti-a4 mAb. Rest-
¡ng ¡3937, HL-60, and THP-1 celis or celis prevíously incu-
bated with either mAb TS2/16, mAb TS2/16 + HP2/1 (ant¡-
«4>, 0< mAb TS2/1 6 + Pl D6 (aníi-aS> were added to 58-lOa
coated wells (38 jig/ml). After 30 mm at 370C attached celis
were quantitated as described. Values are tite means of twa
separate experiments and are expressed as percentage of total
celí input.
main may be determined by tite act¡vity of tite «4(31 in-
tegrin receptarpresentan a panicular ce]! population. Tite
existence of varjaus states of activation in «4(31 is cvi-
denced by tite different patterns of acihesian observed even
among celís titat constitutively bind both ligands. As sitown
in tite prescnt repon, tite number of HUT-78 celis attacited
aL saturation is similar faz- bo¡h 38- and 58-kDa fragments
(49 and 42%, respectivcly). whcreas in tite case of Ramos
more celís (1 5-fold) attacit at saturation lo the 38-kDa frag-
mení titan to tite 58-kDa fragment when equivalent molar
conccntrations are campared. Titerefore, it appears to be a
“gradicnt of aditesion” Lo tite Hep ¡¡ domain of Fn repre-
sented by cultured T celis, cultured B celís. ami monocytic/
peripheral bload T celis, respectiveiy. Tite different ability
Lo recognize Hep II is probably determined by tite avidity
(high-intermediate-low) of tite receptor present on titase
celís. Conscquently, Lite high/intermediate avidity form of
«4(31 would be able to bind high” (CS-I) aud “low”(Hep
11) affinity ligancis, witereas tite low avidity form of «4(31
would bind only tite stronger ligand CS- 1. In titis coritext,
an efficient cdl aditesion will depend an tite state of ac-
tivation of Lite receptor and on tite availability and affinitv
of tite ligand. As we shaw in the present repon. several
stimuli can convert Lite low avidity form of tite receptor to
thc intermediate/I-iigh avidity form dms furtiter supporting
tite aboye explanation on different activation faz-ms of
&4J3 1.
Changes in aditesion to En after cdl differentiation itave
been reponed for several cdl typcs including lympitocytes
(3, 23, 26). For U937 monocytic celis wc itave recently
sitown titat induction of tite monocyte-like phenotype af-
fects ce>] anachmens to tite ROD aud LS-> sites of Fn (21
Tite present resulis sitow titat differentiated U937 celís also
acquirc tite ability Lo bind ro tite Hep 11 domain and titis
coz-relates witit a slight down-regu¡ation of surface expres-
sion of «4(3>, consiscnr wirh aur previous repon (21). Tite
most likely explanation for the recognition of Hep 11 by
PMA-treated U937 celís is tite functional up-regulation of
«4(31 after differentiatíon. as previously reponed for ritis
and otiter ¡31 integrins on lymphocytes (23). Wc itave at-
tempted to furtiter confirrn titese results by resting tite al-
hesion of freshly isolated peripiteral bload monocytes ro tite
58-kfla fragmení. However. because of tite high nanspe-
cific aditerence of monocyres on thcse assays, it was nor
possible to ascertain tite speciticiíy of tite binding. Tite fact
titar sitort term activation of rnonocyt¡c and T celís ‘urh
high ciases of ¡‘MA induces ccli binding lo tite Hep II do-
main ami is even more effectivc titan long Éreatmerus.
strongly suppons Lite explanatian of tite activation of «43k
It is now wcll establisited Éitat tite funcrional activity oL
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integrins can be modulated by several agents including
pitorbol esters (23, 24, 27), specitic ligancis (28), ami di-
valcnt cations (25, 29). Receot rcports have shown Lhat
certain mAb directed to tite ¡31 subunit can increase tite
avidity of ¡31 integrins for their ligancis, presumably by
inducing a confarmational change diaL leacis Loan activated
form of tite receptor (15—18). The constitutive bindiixg of
«413] Lo twa of its ligancis, CS-1, aud VCAM-¡ (vascular
ccli aditesion molecule-l) has been shawn La be up-
regulated in titis fasition. A recent repon itas shown titat tite
recognitian of tite tripeptide LDV, aix active sequence de-
rived fram CS- 1. also requires activation of «4131 (18). In
tite present study, we sitow for tite first time titat anti-131
mAb TS2/16 effectively induces bunding of monocytic celís
and peripiteral bload T lymphocytes Lo tite Hep II domain
of En, witicit was nat previausly recognizedby resting celís.
Titese results suggest titat activation of tite appropriate re-
ceptor may be a useful way to study low affinity interac-
Lions or novel ligancis otherwise noÉ deteeted.
Asimilar atthaugit less dramatie effeet, was observed ¡ix
tite presence of Lite divalent cation Mn2~. Titis cation itas
been shawn lo mercase tite affunity of «5131 anó «Vf33
integruns for Liteir respective ligancis <25, 29). Altitougit
Mn2~ induced sorne binding of peripitera! bload 1 lym-
phocytes Lo tite 58-kDa fragment, tite effect was minimal
witen compared witit monocytic celis. Titis migitt indicate
titat «413] on T lympitocytes requires a stronger stimulus
(PMA, anti-131 mAb) for ful! activation. Sucit explanation
wauld be in accordance witit tite praposed existence of sev-
era! «4/3] activarion fornis among different ccl! popula-
Lions. In spite of differences aix tite leve! of activation, it is
likely thaI bat Mn2~ and 152/16 mAb induce a confor-
mational citange in «4131 whicit increases tite avidity lar its
ligancis and allows binding Yo tite Hep 11 domain. Hawever,
until titis mechanism of «4131 activatian is contirmed, atiter
alternative explanations sucit as intracellular signaling
anWar receptor reorganization aL tite cdl sm-face should
also be considered.
As wc and otiters itave sitown, celí aditesion Lo tite car-
boxyl terminal regian of En is a complcx process Éitat in-
volves several aditesive sequences un tite ¡-lcp 11 damainand
lix the [IICS region of Fn (5—7, 9—12). Sorne of titese sc-
quences are ligancis for tite «413] integrin (5, 7, 10) and
sorne Internet with proíeoglycans (II, 12, 30) ni tite ccli
surface. A¡Lhough ¡ix tite present repon we did not idcntify
tite spccific sequences invalved in ccli aítacitment ta tite
Hcp 11 domain. tite finding titat mAb to «4/31 can com-
pletely inhibit <100%) adhesion to tite 58-kDa (and 38-kfla)
fragment indicates titat tite predominant interaction of leu-
kocytes with Lhe Hep 1! and CSI sites in En is mediated by
tite «4(31 integrin. Titis conclusion is furtiter supponed by
tite results canccming tite regulation of aditesion to titese
sites titrougit the (31 integrin subunit -and tite divalent carian
Mn2~. Regard!ess of tite type of receptor invo¡vcd, tite ex-
istence of twa aditesive regians <Hep II and CS- 1) in clase
proximity wititin Fn may suggest a functional coaperatian
of Lite varjaus active sites Lhat results ¡ix a stable eclI at-
tacitment. A model depicting tite contribution of aditesive
sites ¡ix Hep II and !UCS, tite «4(31 integrin, and proteogly-
cans has rccently been propased for tixelanoma eclI adite-
sion Lo Fn (12). Based aix tite different inhibiting capac¡Éy
of twa mAb directed to the Hep 11 domain and tite CS- 1
sequence. respectively, we have recently poslulated that
lympitocyte binding to Hep II may serve to regulate and
sírengíhen bindung Lo CS-I (14). lf Ibis is tite case, tite
requiremcnt far «4¡31 activation befare binding of sorne
hemopoietic celis Lo tite Hep 11 domain may provide a
mccitanism for Lite reguiation of leukocyte aditesion Lo a
in tissues and inflammatory sites.
The present results titerefore acid anotiter level of com-
p¡exity Lo Lite alrcady intricate process of cdl aditesion to
tite carboxyl-tenninal región of Fn because we present ev-
idence for Lite existence of cdl populations titat constitu-
Éively bind Lhe CS-l ligarid itut require furtiter «4(31 acti-
vatian to bind tite Hep II ligand. Tite finding titat certain
hemapaictie eclís may differeriíially bind eliher arte or twa
ligands un En and LitaL binding to botit ligands is regulated
it>’ Lite activation statc of «4(3! supports tite notion titat ccli
aditesian Lo tite CS-1 ar/and l-lep II rcgions may deliver
different intracel¡ular signals. On tite otiter itand. tite reg-
ulation (constitutive VS induced) of strang and weak inter-
actians of «4(31 with its ligancis un Fn may itave impartant
imp!ications far tite migration and function of lyrnpitacytes
and monocytes, particularly because tite CS- 1 site is not
present un alí Fn isoforms resulting from altemative splicing
mccitanisms, titus providiug anather leve! of regulatingccli
aditesion and migration and reinforcing tite role of tite
extraccllu¡ar matrix en titese pracesscs.
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Activation of the a4tSl Integrin through the ¡31 Subunit Induces
Recognition of tite RGDS Sequence in Fibronectin
Paloma Sánchez-Aparicio, Carmen Domingnez-Jiménez, and Angeles Garcia-Pardo
Departamento de Inmunologfa, Cauto de Investigaciones Biológicas, Consejo Superior de Investigaciones Científicas,
28006 Madrid, Spain
Abstnzct. L,ymphacyte attachmcnt to fibronectin is
mainlymediatcd by tite interactian of cr5aí ami a401
integrias with dic ROD asid CS-4IHep II sites, respec-
dvcly. Wc tuve rccently sbawn dus dic anti-D1 mAb
132/16 can canvert dxc partly active a441 present aix
certain hemopoietic celAs that recognizes CS-I bit not
Hcp 11, tu a high avidity form that binds both ligancis.
lix Uds repart we lave studicd whcdier mAb 132/16
also affccts a4~1 ligand spccificity. Incubatian of tite
B cefl Unes Ramas asid Daudi <which lsd a5~I) with
mAb ‘132/16 induced specific attacbmant ta an 80-kb
fragment which Iacks CS-1 and Hcp II and cantains
te ROD sequence. n¡Abs anti-a4 and dic syndietic
peptides CS-1 asid IDAPS inhibited aditesion Lo dic
80-kb fragment tus implying a4fi1 as dic receptor
for Uds fragrnent. Intercstingly, te synthetic peptide
GRGDSPC and a 15-kb peptic fibronectin fragmcnt
containing tite ROD sequence also initibited B ccli
adhesion Lo dic 80-kD fragment. Because we bave
prcvíously shown that ROD peptides da foL affcct tite
constitutive function of a4$1, wc testad wbcdxer
132/16-activated «4(31 acquircd dic capacity La recog-
nizz ROO. Indeed ROD peptides inhibited 232/16-
treated B ccli aditesian La a 38-1<1) fragment containing
CS-1 and Hep II but did nat affcct binding of un-
treated celis Lo tus fragmcnt. An anti-fibranectin mAb
I-UCÉht widx aix epitape aix or near dic RGD sequence
afta efficicntly inhibited ccl! aditesion Lo dic 80-kb
fragnxent, indicating diaL tite ROD sequence is a novel
aditesive ligand for activated «4131. Titese results cm-
pitasize te tole of «4131 as a receptar widi differcnt
ligand specificitics accarding Lo tite activation statc, a
freL that may be importaut for lyrnphocyte migration,
localization, ami function.
LYMPHOCYTB interacdans with fibronectin (Fn)’ are ¡iii-portant frr dicir diffcrentiation, migration, activa-Lían, and biological function (reviewcd lix 20, 46).
Tite specific sequences lii Fn diat mediate ccli attachrncnt are
¡acatad witbin two ¡naln rcgions of tite malecule: dic cafltral
cafl-brndxng domain cantainsdic ¡«3D site whicbacts4n syn-
ergy widi aL lcast t~io other regions within tus domain (56).
Tite carbaxy-Lerminal regían of En comprises dic Hep II do-
main asid dic IIICS regian. Withindic Hep U domain tite fo!-
lawing sites have been shown Lo support me¡anoma cali
aditesion: Hl (3S), FNC/H 1, and FNC/H II (21, 31>. Twa
active sites hayo been identified within IIICS, namely CS-1
(residues 1—25) asid CS-5 (residuos 90—109) (19). Bat CS-1
asid CS-5 are regulated by alternative splicing asid are noÉ
present in al! En ísafarms. While CS-1 asid dic entire Hep
II domain clearly mediate lympbocyte aditesion Lo Fn (15,
16, 52) it is not knawn if tese ccl¡s recognize dic specific
sequences contained in HI, FNC/H 1. PNC/H II, asid CS-5.
Address .11 corresponden Lo Dr. Angeles Oarcia-Pania, Centro de Inves-
Ligaciones Biológicas, Veitzqucz 144. 28006 Madrid, Spain.
1. Abba,tajions ¡¿sed in thts poper: ECM, extracellular matríx: Pu, fibra-
nectin; ¡‘MA. phorbol myristate acetate; XCAM-I. ma,Iar ccli adhesian
n,oiecule-i.
O Tite Rockefciler Univcruiy Presa. 0021-9525/94107/27i/9 $200
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Lyrnphocytcs intcract with En rnainly via twa main receptan
which belong La dic integrin frmily: tite «5131integún is tite
receptar fin dic ROO asid synergístic sites (42>. Thc «4131
integrin is tite receptor for Hl (35), Hep II, and CS-1 (16,
18, 33, 52) asid CS-S (34).
Tite functional activity of rnast untcgrins can be regulated
intracdllularly by pitorbol esters (45, 54) or lydic cytoplas-
rnic domain of sorne a asid fi chains (22, 39) as well as ex-
tracdllularly. Among diese extemal frctors certain mAb
directed Lo tite 13 subunit huye been shown to upregulate tite
funetian of most 131, 132, vid 133 integrins (reviewcd un 20).
mese rnAb most likely induce a conforrixational change on
tite receptar wlxich mercases tite affinity/avidity for its
ligancis. Indeed, we and otbers itave been able La measure
tus increase un dicaffinityof «5(31 for aix 80-kb Fn fragment
containing dic ROD sequence (2) arfar intact Fn (11). Tite
high avidity state can algo be induced aix sa¡ubi¡ized unte-
grins and dius acquisition ofte activated form is an intrinsic
property of dic receptor (2, 6, 38)- me existence of ¡ow asid
itigit aflinity interactions witit tite extracelluiar matrix ma’
p¡ay a crucial ro¡e for tite migration and loca¡izatioix of lym-
phocytes.
Using one of diese activatíng anti-(31 mAb (TS2/16), we
have recently shown diaL tite «4(31 integrin a¡so exíst on se’-
eral states of activation amang different hemopoíetíc ceUs
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(44). The more active form, prasent an cultured Iynxphoid
calis, was able La bisid twa fragmenta of 38 lCD (contains
CS-í asid Hep II) (13) asid 58 lcD (cantaba Ifep II) (15—17)
derived from te A asid B chaíns of Fn, raspectively. Tite lesa
active fórin, presesit on rnanacytic calis asid peripiteral bload
T lymphacytes, bonsid only tite 38-kb ftagment asid dius
recognized CS-1 but siaL Hep II. mAb 232/16 converted titís
«4131 form Lo a more active asic able La recognizebat sites.
These prcvíous observations dierefore indicate taL diere are
ccli populatiasis which canstitutivcly express a low ar ínter-
mediate avidity «4131 forrn unable Lo recognize sorne of lis
ligands. In view of diese results it ‘~s conceivable diaL acti-
vaLían of Lito receptor wauld Icad Lo te recagnition of new
low afilnity Iigands siaL previously identified.
la dic prescnt repon we haya studied whedicr «4131 activa-
fian via te fil subunit affects tite ligasid specific¡ty of diis
receptor. Wc shaw that «5131-negativo B lymphaid calla diaL
do not bisid cosisdtudvely to te SO-kb Fn fragment,
efliciently attach latís fragment upan incubatian widi mAb
232/16 Wc bat ideotiticd dn404-íntegrin as tite receptor
thai mediates aditesion ta tite 80-kb ftagment asid we shaw
tal dic ROD sequence in Fn is a novel ligasid fór activated
«4131.
Materials asidMethods
ECMPfleins, Fragments~ asid Synthedc Peptides
Humanplisan Psi ns tite genaaus ¡u dUra, 8. Hozwaitzaid L Smlman
<New York libad Ceder, New York). Pragmcats cESO, 58. 38. Sl. aid 29
U) (seo flg. 1) were obsained hin tryptic digeatíons cEPa aid pwificd u-
acú>’ — previously deacuibed Q3-15). Purity of te ¡0-II) fragmeat sus .5-
seased by SUS-PASE, Western blots, ELISA. aid NH2-terminal amino
acíd sequencing. Amino azid sequero analyscs werc performed by Mr.
Javier Varela at te Proteja Chexrúsúy Laboratory, Centro de Invesaiga-
ciones Bíold¡ucas (Madrid, Spain), usíng a 471A liquid-pbaso sequencer(Applied Biosystenis, Inc., Ibster City. CA). lite 80-U) fraguan wes
cler.’ed with pepain WIOO ivt/wi, 31C, 1 iz) as described (40). Peptie
digests utre resolved by Ist protein liquid chroinatography (Pitannacia
11<3 Bíotechxo]ogy, Uppsala, Swedcn) usíng a Mono Q ion esdiange
colman (Phannacia tICE Eiotechwlagy) equilibrated la lO mM Tris pH
7A bu&r (A)- Bound fra¡ments nitre eluted ~‘ applyíng a45-mm guadiext
from 100% A La 40% A-60% E (10 mM fis, 500 mM NaCí, pH 20).
Characterintion ofpeptác fragmcms wu acbimed by SDS4W3E, Western
blota, ELISA, md NH2-terminal amino acíd sequencing. Purified frag-
menta nitre dialyzed Venus PES aid atored st —70C. The folIowIng syn-
tetie peptides viere purchased hes Bio-Syathesis D&I (Madrid. Spain):
<3RC}DSPC md GROES, containing sequences hin te central ceJI-binding
doniain; DELPQLVTLPHPNLHGPEILDVPS1C (CS-l), PST~flPF-
VTHPGYD1I3NGIQLPO (CS-2), aid, CIQLPGISGQQPSNI3QQMIF-
EEHGFR (CS-3>, containir.g sequences traestite IIKS reglan, asid ¡DM5
containing un active sequence present in tite Hep U domain (35)- Lmntinin
sud collagen type 1 were purcitased fian, Sigma Chemical Co (Saínt
Louis, MO).
MonodonalAntibodies
Pn-specific mAba PiPII (anÚ-CS-1) aid P3D4 (unti-Hep II doinain> nitre
produced as reponed (17). niAba N-295 asid N-296 viere originafly pez--
chased traes Mallinckrvdt Specialty Chesnicats (Masytaad Hcisjts, Ma)
aid unxcvi anilable thmugh Cheunicon International, Inc. (MABí 934 asid
MAB1935, respectively; Tenzecula, CA). mAb N-295 reacts witit dic li-U)
fragmeat taL contales te RSID sequence of fibronectun (40> asid ~stia1ly
ínhibits celí aditesion <32). mAb N-296 rncts wíth acatboxy-Lerniinal frag-
ment that contaixa tite Fib II donzain aid does not affect cdl adhesio. (32>-
mAba Lo te a4 integrin subunit HN11 (epitope A), HP2/1 (epitope BI>.
sud mAbs Mex 114 aid 132/16 specific for Lite fil subuxit nitre otnixed
fram Dr. E Sánchez-Madrid (Hospital do la Princesa, Madrid, Spain).
n,Abs PIDó (anti-a5> aid PIES (anti-a3> viere obtained fmm Dr. E. A.
V.~yaer (Univenity ofMinnesota. Mumeapolis. MN). mnAb LM609 (¡tui-
cA’0)v.us oétuined franz Dr, D. Cheresiz (Sctipps Clinic, San DIO% CA>-
mAb lIF5 (anui-a3> sus oltained fian, Dr. M. Hemier (Duna ftrber Can-
cer Instituto, floto¡, MA). saAb D3I9 (ami-CD45) vas obtained franz Dr.
C. Bernabea (Centro de Investigaciones Bióiogicas, Madrid, Spain>.
Celis <md Ccli Culture
lite human cdl línea Daudí, RPMI 8866. JY (B lympbol,ltatoid>, and ¡<562(erylhraleuhamia) viere obtained frani Dra. E Stndzez-Madrid vid C. Eec-
subeo, lito melanonia ceIl líne A375 vas obtained fian, Dr. 1. ibixidó
(Centro de Investigaciones Biológicas>. fle E ccli line Ramos and tite
moaocytic celÉ lisie U93l viere ablained traes te American bp Culture
Cailection (Rockville, MD>. Celia nre expanded ix RPMt ¡640, sup-
plemented with 10% heat-inactit-ated fetal bovme serma (Gíbco. Middle-
su, ¡3K), 2 mM t-glutamine, 100 U/ml penicillin (Antibidticos, Madrid.
Spain), aid 24 ¡¿guI gcntamycin (Horente, Madrid, Spain). lix general.
three/faor-day cultures viere used for asaaya.
Cd AttachmentAssays
fleje assays viere perlarmed exacLIy Ss deactibed (44) uttng fiat ~ctxoia,
high bísrdisig, Qó-vielí pIaLes (Costar Corp.. Cantridge, MA>. Quamititation
of cdl attachmcnt vas done by deaowining <he abseabance al 620 sim en
aMultiska, BichmmatIc plato veedor (Labsystems, Helsinki, PiStad) asid
uswg calibration curves u describid (44). Intogrin actiwtion ¡hrough tite
m subunit vas performed by incubaúng sito colla with a 1:10 díhition ofsu-
pernatasit eontainiag anti-m suAba br ¡5-20 miii mt 37C prior tate st-
tachment ruy- Por initibition experiments colla were incubated witit antí-
integrin antibodies (¡5 mix, 37C) or synthesic peptides or fragrnents (30
mix, mcm temperature) prior La adding Lo substrate-couted victta, ¡xhibi-
tion of collularattacbmext by antibodíes to Fn una determined afier incuba-
Lien of 80- or 38-kD--coated wells with 50 ¡¿1 ofappsopriate antibody dilu-
Lioxs for 30 mm st mcm temperature; 50 jil ofccli suspension vas titen
added aid te ass~’ continued as describid above.
Immunofluorescence Analyses
CelIa (5 x ¡Os> viere incubated faz- 30 ruin aL 4’C witb lOO ¡¿1 of
supernatants (1:2 dilution> ar ascites (1:500 dilution) containing tite appro-
priate mAb. Celta viere ~wstiedtwice wit coid PBS-1%
resuspended ix 100 ¡tI of a 1/100 dilutian of fluoresoemn-coxjugated F(ab2z
fragmenta of rubbit antibodies Lo incuse ¡¡O (Dakopatla, Glostrop, Den-
mark>. Aher 30 mix aL 4’C colla viere vasbed twíce, resuspeaded ix PES,
aid analyzed t~’ tlow cytonietzy on an EPICS-CS (Caulter Cientifica,
MdsLoles, Spain).
ELISA Assays
Titese assays viere perfornied u described (17> uit tite follewing
modificaLions Lo improve b.ckgrcund: Fn fragmenta usad br coatissg wells
vitre ix 0.1 M sodisuin borato, pH U (instead ofPES); platos viere vashed
with 0.1% Theen 20 (instead el 005%); isteubation wíth antibodies vas
done at mcm temperare (instead of 37C). Absorbanco st 492 sim ‘las
dotermined aher lO sud 30 mm using a microplate readeru
Results
blbmnectin Fragments Titar Contain
the Central (RGD-dependent) or Carboxy-terrainat(RGD-independent) CeIl-binding Doma¿ns
The Fn tryptic fragmenta of 38 asid 80 lcD use~1 in te pres-
cnt study have bean prevíous¡y characterized and are scite-
niaticail>’ shown in Fig. 1. Tite 38-kb fragmesit, deriva!
from te carboxy-ternuínal regían of tite A citain of Fn, con-
tains te Hcp II domain and pan of tite IIICS regían includ-
ing Lite CS-1 site (13, 15, 17). Tite 80-lcD fragment, derived
from te central region of botit chains of Fn, contaíns a ¡0W-
affinity heparin and DNA-binding domain, tite ROD sequence
and tite RGD-dependcnt syncrgistic siLes (56). Rotit fi-sg-
menta are contiguous in tite En sequence.
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figure L Schematic drawing ofte 38- and 80-kD Fn tsypt¡c frag-
menta used ix tía study. Etronectin type III itomology repeats can-
tained in tese fragnienta are indicated aid numbered. The SO-kb
fragmetat conLains a DNA/hepuriu-bíndisig dornaun aid a cdl-
bind ¡ng domain composed oftite RODsequesice asid te synergistic
regions. Tite location of te peptic fragments 40/45 and 15 kD is
indicated. Tito 38-kD fragment is derived from te A chain of Fn
asid containa tite HepIl domain asid part of tite IIICS regícn. Tize
location of te active sites wíthin tese regiosis is indicated. fle
CS-5 site (sea Introduction) is not contauned in te 38-lcD frsgmext.
Both fragmexts are contiguatas ~site Ex sequexce.
Asialysis of te 80-kb fragment residered dic NH2-ter-
ñiina¡ sequence SDVPTS. Eurther characterization of this
fragment was achieved usisig twa i-ecesitly developed mAbs
with specificity for tite Hep II (P3D4) and CS-1 (¡‘iR 1)
regions. respectively (17) as we¡l as a commercial mAb
(N-295) which reacts wit a site near dic ROD sequence in
Psi (32). As shawn iii Fig. 2, usisig su ELISA assay, mAb
N-295 reacted strangly witit te 80-Id) fragment witile
mAbs PSD4 and PlF1 1 were negative. Titese twa mAbs also
~i1ed Lo recognize dic 80-kb fragmesit ox Western blots
(17). niAbs P3D4 and PIPII did react wit dic 38-kb frag-
ment used as control while mAb N-295 did siaL (Fig. 2). Al-
togetiter diese results clearly shaw taL te 80-kb fragment
cantaisis dic ¡«3D sequesice asid diat diere are no contamí-
siants contaísiing dic a4fi1 ligands Hep 11 asid CS-1 ix te
80-kb fragment preparatian.
E
e
o,
e
oeu
-e
o
‘o
-o
0.9
0,0
0.3
0,0
Pepsin digestian of tite 80-kb fragmesit randera! twa fi-sg-
ments of interest (Pig. 1): a 15-lcD fragmesit that was positive
on Wastersi blata sud ELISA widi mAb 14-295 (siaL shown)
and tus contained dic ¡«3D sequenca. Tite 15-kb fragmant
itad tite NHrtennísial sequence: IGQQ (cud of repeat
111-9); a 40/45-kb fragment diat rendered twa sequences:
VLV(R)WTPP (bcginníng aL residuo 18 isi repeat 111-5) and
IQVLRDOQ (esid of repeat 111-6). The 40/45-kb fragment
did siaL reset widi mAb 14-295 (not shawsi) and dius did noÉ
contain dic ROD sequence-
Adhesion of ctSfil-negative fi Ce»LEnes
to tite 80-lcD Ph Fragment Following Incubation
with Anti43l nt4b TS2/16
Tite fo¡¡owisig expariments wore undertaken Lo determine
whetiter mAl~ TS2/16 affects noÉ an¡y dic affisiity of dic
receptor(s) btu also íts specificity tus resulting in te i-ecog-
nition of novel ligands. To titís purpase we perfarmed attach-
ment assays using severa> Fo fragments sial previously shown
Lo support ¡3 lymphaid cdl aditesion. Titese include dic 80-
lcD fragmesit shown un Hg. 1 and twa fragmenta of 29 and
31 1W derivad frain te amino- and carbo,cy-Lormsnal regions
of Fn, respectívely (riaL sitown un Hg. 1). Tite various cdl
popu¡ations usa! un tese studíes and teir pattei-n of integrin
expression are listed un lbble 1. As can be observa! none of
the faur B cdl linos studied api-casad te ctS integrín subunít
aix teir surfrce ¡ix agreement witit previous reparts (5, 16,
47). As sitown inFig. 3, resting Ramos or Daudí cel¡s orce¡ls
incubated widi te control ami-fil rnAb A¡exlI4 did siaL aL-
Ladi Lo tite 80-kb fragmerit. However, preincubatian of
Ramas or Daudi celís with mAb TS2/16 resulta! in a dose-
response auachment tate 80-kb fragment (Fíg. 3). incuba-
Lían of Ramas cel¡s with mAb TS2/16 always resulta! in a
more eflicient aditosion (60%) Lo tite 80-kb fragmont tan
incubatian of Daudi cdlis (40%), a resuit consistent witit tite
higiter fil cxprossiosi aix Ramos celis (‘Ibble 1). Tite surfáce
expression of fil isitegrisis did siaL change upan treatment
wit mAb TS2/16 (1, 2, and Litis repofl, not sitown). rnAb
TS2/16 did not induce binding of Ramos or Daudi celís to
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Figure 2. ELISA analysis of Lite reactívity of mAb PIEl 1 (antí-CS-
1). P3D4 (antí-Hepil), asid N-295 <anti-RGD) wííit purífied 80- and
38-lcD Fn fragmente. Wells viere costa! with 80 (4 pg) ar 38 kD
(2 pg) overnight and incubated with mAb ¡‘¡Fil (no dilutian),
P3D4 (1:5 dílution), or 14-295(1:250 dilutían). Quantítation of tite
reactían was done by measuring tite absorbance aL 492 nm. Ah de-
íerniínations were done ix duplicates.
Figure 3. Aditesian of Ramos (A) and Daudi (B) E lymphaid celis
la tite 80-lcD fragmení. Celís were preincubated wíth citar mAl’
Alexl/4 (dosed cirdes) oz- mAl’ TS2/16 (open circies) and added
Lo wells cantad wítit tite indicated concentratíons of 80-lcD frag-
ment (5 X lO’ cells/well). After 30 mm st 37
0C, attached celís
vi re stained wítit 0.1% toluidín blue and quantitated as described
ix Materjals and Methads. Each determination vas done in duplí-
cate and values represent the average of titree diffez-erit experiments.
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te 29- or 31-kb fragments
tened (siaL shown). at any of tite coxcoxtrations
lb canfirm dic spacificity of dic cifeet of mAl’ ‘¡32/16 asid
te involvemesit of fil isitegrisis an ¡he recognition of te 80-
kb fragmesit, weatudied te aditesion of te B calI lunas JY
asid RPMI 8866 La ¡bis fragmont. Thesa calís were citasen
becausa diey do siot expresa surface fil isitegrin subusiit (Ta-
blo 1 and roforasica 5, 47, 48). Instead JY and RPMI 8866
ceus express an alternativo fi chain callad fi7, whicit is as-
sociated widi te a4 subunit (5, 41). As shown un Fig. 4,
mAb ¶132/16 did siaL induce aditesion of JY ar RPMI 8866
celIa to tite SO-kb fragmesit. JY celís casistitutívoly attached
to te SO-kb fragmesit and mAl’ TS2/16 did not affect tus
cosistitutive bisidisig (Fíg. 4).
EffectofPMA on Adhesion ofB CelIs to the 80—lcD
Fragment: Involvement ofTwa Different Receptan
lo determine whater pharbol myristate acetate (PMA)
cou¡d reproduce te offect of mAl’ ‘132/16, cel¡s were in-
cubated widi 50 ng/ml of ¡‘MA far 20 mm asid testad for
aditesion Lo SO-kb coatod wells. As shown ix Fig. 4, ¡‘MA
díd nat induce attachmesit of eltiter Ramos or Daudi cel¡s La
te 80-kb fragmesit whíla on te same experimasit mAl’
TS2/16 was an cifoctivo isiducor (Hg. 4). ¡‘MA did not affect
cidier te constitutiva aditesion of diese cel¡s Lo te 38-kb
fragmasit (siaL shawn). Ix contrast Lo tese results, PMA was
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Figure 4. Effect of PMA and mAl’ TS2/¡6 ox Lite attachmext ofsev-
eral 8 ceIl lunes ¡a the 80-kD fragment. Cdl, viere incubated wíth
citar calI culture mediurn (resring). ¡‘MA (50 ng/mI), or mAh
TS2/16 (1:10 dílution of supernatasit) fin 15 mm at 37’C and added
te 80-lcD coated wells (38 pg/ml, 5 X lO’ cells/well). After 30
niin at 370C, attacited celIa were quantítated as descríbed. Valuesare Lite average of titree different experímexis.
Ramos Daudi JY RPMI
Adhesion ¡o ¡he 80 kD fragment
ix Hg. 4, PMA induced de novo aditesion of RPMI 8866
celís Lo tite 80-kb fragment asid increased te constitutive
binding of JY celis to titis fragmext. No citangesox isitegrín
surface expression were detectad after ¡‘MA ti-eatment (nat
shaw ix).
Titese resulta suggested te ixvolvemext of twa dífferont B
celí receptors for te 80-kD fragment, ano of titem beixg
regulated ¡y mAb ‘132/16 and tite otiter ¡y ¡‘MA. It was re-
cextly demonstrated ¡bat te aVfi3 integrín functiona as a
Fn receptor aix same E lympbaíd cells <48). lo astab¡ish
wheter aVfi3 was tite receptor for te 80-kb fragmont ox
JY asid RPMI 8866 calís, we perforuned attachmcnt assays
to tía fragmesit ix tite preseixce of anti-aV(33 mAl’ LM609.
lix resulta siaL shawn, mAl’ LM609 comp¡etely inhibited
(100%) te aditesion of restisig JY asid ¡‘MA-treated RPMI
8866 celís La te 80-kb fragmasit, and partial¡y inhibited
(45%) tite attachment of PMA-treated JY celIa Lo ¡bis frag-
ment. Thcse resulta titerafore confirm te involvampnt of
aV(33 ox aditesion of fil-negatíve B celís Lo te 80-kb frag-
mesit asid suggest a role for yet anodier ixaixideixtified recep-
taran PMA-stimulated IY celIa. mAl’ L~M609 had no effect
ox te aditesion of Ramos or Daudi celia Lo te 80-kb frag-
ment (Fig. 5) un agreemext witit tite ¡ack of expression of
aV(33 ox tese celis (Table 1).
Identification of tite a4fiI Integrin as a New Receptor
for ihe 80-lcD Fragment
The preceding resulta clearly isidícate diaL aditesion of Ra-
mas asid Daudi celIa Lo tite SO-kb fragmeixt is regulated
tmugh te (31 subunít. ‘Ib ídcntify te receptar invalved in
aditesion Lo ¡bis fragment, celí attachment assays wore car-
ried aut ix te presence of several anti-integrin mAba. As
sitown in Fíg. 5, twa antí-a4 mAbs, HP2/l and HP1/1, ix-
hibited TS2/16-treated Ramas (and TS2/16-treated Daudi,
natsitown) cdl adhesion Lote SO-kb fragment. mAbs P1D6
4’
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Figure 5. Effrcr of several antí-integrin or control mAl’ ox attach-
mcxl of TS2/16-Lreated Ramos celís La tite 80-lcD fi-agment. Cdl,
viere incubated wiíit mAl’ 132/16 (15 mm at 37’C) follawcd by ix-
cubation wíth thc indícated mAl’ for anarber 15 mm. Tite dilutions
used were 1:10 for mAl’ used as culture supernatanta (DS/9, P1D6,
HP2/¡, and HPJIJ) and 1:500 far tose used as ascitic fluid (l1F5
and LM609). CelIa (5 x lO’/wcll) were added to 80-lcD coated
wells (38 ¡ig/mI) and aher 30 mix aL 370C, atíached calís viere
quantitated as described. Values ox tite ordíxate represext te pez--
centage of attacited celIa relative te tite numbez- of celís ox control
wells <‘¡32/16, no inhibitoz-). Values are tite means of twa diffez-cnt
experímexts-
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Figure 6. Inhibition of Ramos calI attacbznant te ¡he 80-kb frag-
nient ¡y synteticpeptidas. CelIa ware incubated wit mAb TS2/16
15 miii st WC fo¡lowed ¡y 30-mu incubation st room temperature
wit ¡he indicated dílutioxs of syntitetic peptídes. Celís (5 x
1W/weB) were edded Lo 80-kb coated wells (19 Mg/weB) ami st-
Lached celís werc quantitated after 30 miii aL 37’C. Values ox tite
ardinate are axpressed as percentage ofattached celís relative Lo tite
number ofcelís ox control wells <782/14 no inhibitor). Values are
¡he ¡neasis of three dífferext axperiments.
(anti-a5), IIFS (anti-a3), LM609 (anti-aV$3), ci- ¡be con-
trol D3/9 (anti-CD45> had no offcct en teseassays (Fig. 5).
Tho effact of tite syndiotic papUdos CS-l aud Ifr~PS ox
‘132/16-treatad Ramos cdl aditesion ¡a te SO-kb fragmesit
was alsa testad. As shown iii Fig. 6, CS-1 ar IDAPS peptides
produced a dose-dapendesit inhibition of ccli attacitmesit Lo
tite 80-kO fragment, while tite control peptides CS-2 (Pig.
6) sud CS-3 (siaL shawn) had no elfrct. Intarestingly, ¡be syn-
titetic peptide ORGDSPC was alga complctely inbil’itary in
diese assays while tite control GROES peptide had no cifeet
(Fig. 6). me calculated cosicantmation (siM) of peptide re-
quired Lo produce 50% inhibibon of ccli attachmen¡ ¡o tite
SO-kb fragmesit was 5.45 (CS-1, 15 pg/mI), 104 (GRGDS-
PC, SO pg/ml), asid 400 (IDAPS, no ~g/m1>.mus, cs-i
ns tito most cifective inhibitor asid dio kGD-containing
peptide was a better inhibitar tan dic reported «4(31 ligand
IbAPS.
The RGD Sequence ix a Ligandfor TS2/16—activated
a4fi1 Integrin
Tite aboye resulta dierafore suggested diaL te canfurnia-
Liosial change isiduced ix «4(31 ¡y mAl’ ‘¡‘82/16 resulta in te
ability to recognize te ROO saquence. To pi-ove titis, we
tested te capacity of te GRGDSPC syndietic pepLide La ix-
hibit Che aditesion al resting asid 7S2/l6-actiwted Ramos
celís Lo tite 38-kb fragmesit. As shown ix Hg. 7, resting
Ramas ccli aditesion Lo te 38-kb fragmesit was siat affected
(90% specific aditosion) ¡y ¡be ORGOSPC peptide «U
mg/mi) in agreemesit wit aur previcus repon (16). However
upan incubaban witb mAl’ 1S2/16, tite GRODSPC peptide
(0.5 mg/mi) initibited celí aditesian Lo te 38-kb fragmesit
¡y 50% (Hg. 7). As expected, te CS-l peptide usa! as con-
trol was a goad inhibitor ix bat cases. These resulta clearly
shaw taL soluble RGD-coixtaixing peptides can efl’ectively
o
-eu
u
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Figure 7 Effect of ¡he GRGDSPC synthetic peptide ox Ramos cdl
attaohmesi¡ Lo ¡he 38-kb fragment. Celís were e¡ther untreated
(Resting) or treated with niAl’ TS2/16 (15 mix, 3~C) and incubated
30 mix st moni temperatura with (15 mg/ml of GRODSPC or CS-I
peptides. Celís wera added Lo wells coated wíth OS pg/mI (Resting>
or 0.6 ~g/rnl(TS2/16 activated> of 38-kb fragment. Tite numsiber of
colís on control wells (no ixhibitar) were 35fl00 (Resting) and
29fl00 (TS2/16 tratad). Tite numbar of attached celIa relative ¡o
control wells vas quantitated u described. Values are te mcans
of t~v d¡fferent exparimnexta.
inbil’iL te fusictian of activated «4(31 and taL activated «4(31
(tuL nat resting «4(31) acquires te capacity Lo recognize dio
ROD sequence.
As shown in lbble II, aditesion of TS2/16-troated Ramos
celis Lo dic 80-kb fragment was alsa inhibited by soluble
80-, 38-, asid 15-kb (ROO sito) fragments. It was paorly ix-
hibited ¡y te 40/45-Id) fragmesit (no ROO). Direct l’isiding
ca cha 15-kb fragmcxt howavor could siaL be demonstrated
probably due Lo te lay affinity displayed ¡y tis fragment
whesi usa! as substrate. To fui-ter confirm ¡bat diere vas a
apecifie ligaud for «4(31 withix te 80-kb fragmení, we car-
riad aut ccli attachmcnt assays in Lite presexce of a panel of
anb-FnmAba. As shown ix Hg. & mAl’ N-295 which recog-
nizes mi apitope near te ROD sequenca, ixhibited (80%)
Ramos ceil aditosion Lo te SO-ko fragment while mAl’
N-296 (miLi-Fil’ II) asid P304 (anti-Hep U) had no effect.
These resulta togedier with te daLa showx ix Fig. 7, mdi-
cace diaL «401 isiceracúan with tite SO-kO fragment ¡a pri-
marily mediata! ¡y tite RGD sequesice. Because inhibition
¡y mAb N-295 was siaL complete (Hg. 8), a amail cantribu-
Lían fi-am adier sites ix te SO-kb fragment cannot be cern-
pletely miad cut.
mAb liS2/76-induced Recagnition ofNewLigcmnds May
Be Specificlar Fn andfor tite «4(31 Integrin
Wc next testad whethei- mAb ¶132/16 cau¡d induce tite recog-
Table II? Effec¡ of Fn Fragmenís cm Adhesion of
TS2/1 6-treated Romos Celis ¡o ¡he 80-kb Fra g>nen¡
80 lcD Coating concentration
% Inhibition
80 lcD 38 lcD 15 ka 43 U) 35 lcD
pg/ml 43’ 3 4.5 1.8 3
19
38
Nanomoles of Iragmenis
80 lOO 85 10 2
70 lOO 50 0 0
used ix ¡he incubañon micture.
80
80
40
20
0,4 0.8 1,2
Peptkle coneentratlon (mg/mi>
Resling +TS2/16
Adh.sion ¡o ¡he 38 kO fragmení
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Figure & ¡hect ofami-Fn axtibodies ox 782/16-treated Ramos celí
aditesion Lo ¡he 80-lcD fi-agment. Tba isidicated dílutíons of N-295
(antí-ROD), ¡‘311)4 (anti-Hep 11), or N-296 (anti-Fih 11 site, control>
wei-e added Lo SO-kb fragment coated wells (38¡¿g/inl) axd ix-
cubated far 30 mix at rooni temperatura. Celis previously incubated
with ¡Mb 782/16(15 mix at 370C) were addad sd attachment wasquantitated as described. Wlues are exprassed u percentage rela-
tive La tite number of celIa ox control wells <no inhibitor) asid are
tite average of two differext experiments.
sitian of ator extracellular matrix (ECM) proteisis siaL pro-
viously knowsi Lo intoract with «4(31. lb titis purposo, we par-
~nnedcalI attachment assays using collagen and laminin as
sul’strata. These t~ pmteins aro known Iigands tbrator fil
integrisis including «2(31, «3(31, and «6(31(20). As shown
in Fig. 9, incubation of Ramos celis with mAl’ ¶132/16 did
sio¡ result in adbesion La cidior laminin ar collagan. Because
«4(31 is tite main integrin expressed on Ramos celis (lbble
E) tose resulta indicato diaL mAb TS2/16 doas siaL induce
«4(31 recognitian of laminin ar callagen. lb cosifirm taL it
was enough substrata ante platos Lo suppoi-t cali attachment
we usad te molanoma cali lisie A375 as control. A375 celís
expross several fil intogrisis (‘Ihblo 1) isicluding te laminin
receptar «6(31(1). As shown in Fig. 9, A315 celis constitu-
so
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tively bouxd tate 80-kb fragment axd showed law constitu-
Live bindisig ta laminin axd collagen. Preixcubation wit
mAl’ TS2/16 effectively increased AB1S ccli adhesian ¡o ah
ti-ca substrata (Fig. 9) ix agreement witit previaus roporis
(1, 2). This etfect was not due Lo cross-linkixg of celís Lo
ECM proteisis via tite TSZ/16 antibody because ix control ex-
periments mAl’ 132116 did not bisid Lo eitbe¡- Fu, haminin,
or collagen (resulta xot sitowx). Increased aditesian of A375
celís Lo ECM proteins was radiar due Lo te upregulation of
«5(31, «2(31, and «6/31 integruns witich are receptars foi- tite
SO-kb Fn fragmesit, callagen, asid ¡aminin, respectively (1,
2, 6). As expected, RPM1 8866 and JY celís, whicit lack fil,
did not l’ind to laminin ar collagen ix response La isicubation
wit mAl’ ‘132/16 (xat gitown).
la determine witeter tite effect of mAb 782/16 ox «4(31
was also observad aix otiter ixtegríns such as «5(31, 1(562
celís wei-e isicubated witit titis mAl’ and testad for aditesion
Lo Lite 38-kb fragment. ¡(562 cells do siaL express «4/31 (h-
bIt 1) and consaquently tey do siaL bind Lo te 38-kb frag-
mesit canstitutively. mAl’ 782/16 did nat induce aditesion of
1(562 celís La dio 38-kb fragmesi¡ altaugh tus mAl’ effec-
tively enhanced teir constitutivo bixding Lo te 80-kb frag-
mesit Vm «5(31 (rosults not sitawn). Thus te capacity Lo
recagnize new ligands upan activation via fil may be an ix-
Lrisisic propei-ty of te «4(31 integrun.
Discussion
The majar conclusiosis of tus repon ala: (a) «5(3 1-negativa
human B lymphoid celís, wbicit do not bisid constitutivoly
to te 80-kb fragmesit of Fn, acquire te capacity La attacit
Lo tus fragmesit upan isicubation wit anti-fi1 mAl’ 782/16;
(b)te B lymphaid celí rocaptar taL isitcracts wit te SO-kb
ftagment is te «4/31 integrin; (c) ¡he RGDS sequence is a
ligand fér 782/16-activated «4/31integrin, tus indicates taL
te cosiformatianal citango induced ox «4/31 ¡y mAl’ ‘132/16
resulta ix te ability to recagnize ROD; asid (d) «4(31 ox E
lymphaid cehis can be inducad Lo recognita novel tigands in
En buL siaL ix laminin ar Lype 1 collagen.
Qur previous woi-k has definitoly establisitod taL sorne E
lymphoid cehís da not express te «5(31 integrin asid are un-
able La attach tate 80-kb fragmextcontainisig te ROD site
(16). In te presesit study we sitow taL incubation of te
«5/31-siegative E cdl luxes Ramos and Daudá with ami-fil
mAl’ TS2/16 resulta ix aix efficiext and specific attachment
to te 80-kb fragmont. Our resulta cleai-ly sitow ¡bat adite-
sion of E celís La te 80-kb fragment is mediated ¡y te
«4/31 ixtegrin. This was demonstrated ¡y Lite ability of mAbs
asiti-«4 and te syxtetic peptides CS-l and IDAPS Lo inhibit
cali attachment Lo te 80-ko fragment. Ixterestingly, tite
GRGOSPC syndietic peptide was alsa a goad inhibitor of
TS2/16-ti-eated «4/31 function. We itave cosiclusively sitawn
ix previous wai-k taL te interactian of «4/31 wit ita ligands,
801<0 LM COL 80 kD LM COL tite 38- axd 58-kb Fn fragments, is xo¡ affected by RGD-
cantainixg peptides (12, 15, 16, 52). Consistesit witit tus
Ramas (usitroated or treated witb a control mAl’) cdl at-
tacitmext Lo the 35-ko fragment was siaL afrected by tite
GRGDSPC peptide (ibis repon, Fig. 7). Aa shown ix te
presext studies, tite RGD sequexce nat asily initibited 782/
16-treated «4(31 funetion ix soluble form buL was alsa te
pi-imary site ¡bac mediatod attacitment ¡o te 80-kb frag-
mext, as suggested ¡y tite good inhibition attained by N-295
Figure 9. Effect of mAl’ 782/16 ox calI aditesion to laininin asid col-
lagan Lype 1. Ramas or control A375 malanoma celís viera in-
cubaced with mAl’ 782/16 prior La addixg Lo 80 kD (38 pg/nil),
laminin (LA, 150 pg/ml), ar type 1 collagen <COL, 150 pg/ml)
coated wells. Aher 30 mix at 37C anached celís viere quantitated
as described. Values ox Lhe ardínate represant the number of at-
tachad celís ralative to tite total cali ixput (5 x lOVwell) and are
Lhe means of twa dífferent experinients.
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mAl’. However Lhe cositribution of oter regions of ¡he 80-
kD which may actsyncrgisdcally with kGb cannat be com-
pletnly disregardod.
a previous repon (34) Mould etal., showad ¡bat «4(31-
mediatedsprcading of inelmnoma calla can be inhibited ¡y
ROO sysitetic papudos sud ¡bat tesepeptides may elute tite
«4/31 integrin camplex fi-am a CS-1 affinity calunin. ¡si con-
trast wit ¡base fisidisiga, we did siaL observe «4/31 recogni-
Lico of ROD-sysitbotíc peptides unten previous incubatian of
B celís witb snAb TS2/I& Altliough we cannat explain ¡bis
discrepancy with ¡he available dala, it should be considerad
diaL a di-ecL comparison between te ~vrk ¡y Mould eL al.,
asid aurs is difficult because of dic differen¡ celí types and
pbenomesia studied (spreading venus aditesian). Altersia-
tively, it ispossible diat tite melanoma celís usa! in reference
34 bear a canstitutively activated form of «4(31 sensitiva Lo
RGD-cantaisiing paptides.
Several siudies have shown thai certain axil-fil rsiAbs en-
banca te fusiction of samafil integrisis ¡y inducing a confor-
matiasial change which resulta in an activated form of te
receptar witit itigber avidity/affisiity tbr its ligands (1, 27, 49,
53). The activatad form of tite receptor rnay display breada
Iigand specificity tan te restisig form. Far example, «2(31
is a collagen receptaronplateleta asid flbroblasts axd a colla-
gen asid laminin receptor ox otiter cali Lypes <8, 23, 29). A
recent i-eport has sitowsi diaL, on ¡he sanie ccli, mAl’ 782/16
can convert te partly activo farm of a 2(31 whicit i-ecog-
nizes only collagen La a fully active foi-ni titat also binds
laminin (6).
Wc and adiors haya recently sitawsi diaL «4/31 alsa exista
ix several states of activation amasig difléresit hemapaictic
celis. Manacytic celis asid PBL bear a partly active fai-m of
«4(31 whicit recagnizes CS-1 but siaL Hep II; mAl’ TS2/16
converted «4(31 Lo a more active form (cosistitutively prcsent
ox cultured lymphaid calís) able Lo racognize bat ligands
in Fn (44). Ix anotar study taL campares te bindisig La
CS-l asid vascular ceE adhasiasi molecule-1 <VCAM-l), ¡be
less active form of «4/31 bausid oniy VCAM-1 whiic ¡be
TS2/16-activated form bound VCAM-1 and CS-1 (30). Tite
pitorbal aster ¡‘MA can also activate «4(31 on U937 celís or
PBL (44). It is intercsting diaL in dic present stndios PMA
did sial induce Ramos or Daudi ccli attachment tate 80-Id)
fragment. PMA did not enhance citar te constitutive bisid-
ing of tese celis Lo te 38-kb fragment tus suggcstisig taL
te a4fi 1 Ibrm prcsent an Ramos asid Daudi celís casixot be
fui-ter actívated by pharbal esters. A different regulationof
«4(31 functian ¡y anti-(31 niAbs asid Ca2~ has already kanobservad (30). It has also been reponed ¡bat ¡‘MA has no (ar
minimal) effect on tite binding of «2/31 Lo collagen or [ami-
nin while mAl’ TS2/16 was itighly stimuíatory (6). Tite fact
¡bat mAl’ TS2/16 can also activate salubilized /31 ixtagrins
(2, 6) is ix accordaxce witb tite lack of requiremext for aix
intracellular activatian padiway. These observations suppart
Lhe existence of distisict mechanistic ways of regulating inte-
grin functian. Because PMA does increase «4/31 function ox
sama celís, it is possible taL te sesisitivity Lo a particular
stimulus is determined ¡y te activatian state of tite integrin
or ¡y Lite ccli Éype or batit.
Titase previaus studies itave asialyzad tite effect of anti-fi1
mAbs or ¡‘MA on Lhe ixteraction of «4/31 witit its already
idextified ligands (CS-l, Hap II, and VCAM-l). Similarly,
altbougit tite study by Citan and Hemler (6) clearly sitaws
changos in speciflcity accarding Lo dic activation atiLa of
a2$1, ¡itere are ccli populatiosis ¡bat bisid lamininorladcal-
Asgan constitutivcly. The siovelty o(the ¡‘reaL resulta isdiaL
mAb 782/16 induces binding La a reglan of Fa (SO-kO frag-
niesit> not previausly identified as mu «4/31 ligad. ¡si fact,
¡he SO-kb fragmeut is a t’eIl described ligad br ¡he «5(31
integrin sud we tuveextensiveiy documentad ¡bat te consti-
tutiva function of «AI en leukocytes is ¡«3D independant
(12, 15, 16, 52). ¡be activatad form of «4/31 described itere
siaL osily bisida CS-1 asid Hep II widi higb avidity, bt¡t also
racognaes ROO.
AlLhough ingeneral a single intagrin binds several ligands,
a4$1 can bisid multiple asid appurextly quite disdnct se-
quencas witisi te sama or d¡fferent molecules. Within En
tite minimal sequences showx La be «4/31 ¡igands are LDV
(contaisied in CS-1 [26, 531), RBDV (contaisiad in CS-5
[34]),asid IDAPS (contained ix Hl [35]). It has been pro-
pasad thai iba common aspartate residue on tese sequences
is isiiportaxt for «4j31 recogixition (35). While tía siiay be
Lrue, it is clear diaL adiar sequences may alsa be specific
«4(31 ligasids. mere is indirect evidenca tat te FNC/H 11
(YIKPOSPPREVVPRPRPOV) asid FNC/H 11 (KNHQKS-
EPLIGRKKT) papLides derived fi-am te Hep II En domain
(31) may also intaract wit «4/31 (21). Ah tese sequexces(CSI, CSS, HI, FNC/H 1, and FNC/H II) are lacatad ix clase
praximity witbix te type 111-14 repeat asid te cositiguous
IIICS rogion of En (sea Fig. 1). Resides Fn, «4/31 is alsa te
receptor for VCAM-1 (9), ¡be bacterial pi-aLem invasin (10),
and dirambaspondin (55). Altbaugit tite ca11-bindisig site(s)
far sorne of tese prateins itas not baen idextified, it seems
clear taL te intaraction of«4/31 with VCAM-1 daca not ix-
valva ¡be LDV motif present ox ¡bis pi-aLem (37, 51).
The presesit resulta sitaw ¡bat te conformatiaxal citange
induced in cr4fil trougit tite /31 subunit ahlows recognition
of te En ROb sequonce which is lacated ix repeat 111-10 and
¡bus distaxt fi-orn ¡be previously described «4131 ligands. In-
terestingly, Raivuxen eL al. (24, 25), using a phage display
librai-y, bave recesitly identified several cyclic syxtetic pep-
tides which bisid te «5/31 integrin axd da not coxtain te
RGD motif. One of titase peptides cori-espands Lo te se-
quence STSDVOO witich is hamalogaus Lo te TVSDVPR
saquence presení in repeat 11140 of En. As noticed in ¡bat
repofl, dicte is algo sama degree of hamnology witb
EILDVPST, a sequence present ix CS-l witich we axd otiters
itave shawsi Lo be a high afflxity ligand for «4/31(16, 18, 33,
52). Altough tese au¡bors did not shaw di-ecL interaction
of «5/31 with eiter of te twa hamologaus sequences pres-
ant ix Ex, tau- woi-k suggests ¡bat «5(31 itas te patential to
recognize otli& uganda ix En besides Rol). Our presetu
resulta are ix agi-eemant wit a cerlain degíce ofaverlapping
in ligasid racognitian by thc «4/31 and «5/31 integrisis. This
is alsa supported l’y anotar repon titat sitows tat a syxtetic
cyclic peptide, distinct fi-orn RGD, can irihil’it te function
of «4/31 asid «5/31 isitegrins (36). While peptide cyclation
may provide an optimal ligand conformatian for itigh aflinity
ixteracíions wich cititer «4(31 or «5¡31, it is clear fi-orn nuz-
pi-esent study ¡bat mAb TS2/16 does not induce «5131 bind-
ixg Lo Lite CS-1 sequence of Fn. Titerefore te ability to
recognize new Uganda upan confonnatioxal activation mav
be intrinsic Lo Lite «4131 structure.
The presesit repon titerefare describes a novel role for
«4/31 as a recaptoi- far tite RGD site ix Fn. Hecause «501
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study ¡lic contribution of «4(31 Lo cali adhesion Lo dio 80-kb
Fn fragmant whesi bat integrisis are expressed together. Ix
exparirnonta siaL showsi, WC tested whether anti-«4 mAbs
cauid partially isihibit te bindisig of T32/16-traated 13937
celís ta tite 80-kb fragmesit. Hawever. becausa mAl’ ‘¡‘82/16
also effectivaiy upi-agulates te aditasion mediata! ¡y «5/3 ¡
(1. 2. asid ¡bis study), wecauid mt datect any inhibition wi¡b
mAbs asiti-a4. It is possibla diaL whesi a5¡31 and «4(31 are
presant ¡agotar, «5(31 fusiction predominates ovar «4(31
fusiction in mediating adhasian Lo Fn. lii suppon of ¡lila, te
80-kb fragmesit ar te OROD sysitetic paptide compiataly
isihibit U937 ccli aditasion Lo Fn whila tite 38-kD fragmesit
or te CS-1 paptida produce pardal or no inhibitian (12).
Titase resulta da siaL rule aut a coaparatian of bat receptora
for an efficiosit attachmext La Fn as Wc itave praviously pro-
posad far T lymphaid calla (15). Tite resulta reponed bara
are obviously importasit far calis which expresa «4(31 as te
majar surface isitegrin. These includo B calís (16, 47), soma
B cali progasiltara (43). asid pzababiy soma tumor celís. Fui--
¡herniare, ¡hero are raparta sitowisig differont interactiasis
wiÉh Fn duríng pra-B ccli devalapmesit (3, 50). Qn celis diaL
oxpress «5(31 basides «4(31, proporly activated «4/31 may
serve La coaperato with «5(31 or Lo functianally raplaca it
whesi «5(3118 already angaged.
It la siaw wail documentad ¡bat isitagrisis usidergo trasisí-
dosis among differesit atatas of activation (20) asid ¡bat tese
trasisitiosis aro isiduced ¡y savaral agonts includisig soma
mAbs as shawn in te present rapan. Tite fact diaL te van-
aus integrin activatian fbi-ms are alsa Ibusid ix vivo, as
clearly shown fbi- «4(31 for exampio (28), suggests ¡bat ac-
tiwting asid-fil mAba (132/16 asid aten) aro mimickisig te
effect of physiological ligasida nat yet idesitified. Qn Lite atar
hasid, te multiplicity of saquesicas recagnized ¡y ¿>4/31 muat
haya physiological ralavanca. Far axample. it may serve Lo
drive synorgistic interactiasis witli te receptor rasultisig in
high affinity bisiding. Such sysiergy has aiready bean shawn
tbr «5(31 interaction with te ROl) sequonce in Fn (56).
Sirnilarly, activation of te platolot isitegrin «LIb(33 wit
trombin mesuits in recognition of sin additianal Psi region(bosides ROl)) comprising pan of hamaiagy rapeata 111-9
asid 111-10 (4, sea Hg. 1). A¡ interestisig posaibility is taL
sorne of te sequosices diaL intaraet wit «4/31 may regulate
«4(31 bindisig to atar Uganda, as already shown for «Ilb(33
(7). Tito «4(31 uganda described so fsm, includiixg te ROD
sito identified in ¡bis repon, apparentiy bisid Lo identical or
averlapping sites on «4(31 becausa ¡bey are crass-inhibitory.
Hawover, it seema poasibla taL odiar siaL yet identifled
higanda bisid «4(31 wit law affisiity or at a different site, asid
upregulate radiar tan irtibit te fusiction of «4/31. In sup-
pon of ¡bis is te fact taL twa Fn sequesices ahawn Lo interact
wit «4(31, FNC/H 1, asid FNC/H II, da siaL (or shightly) in-
terfare wit «4/31 adhesiva functian (21, 31). Tite pitaga dis-
piay library appwach usad for idasitification of ligands far
«5(31(24, 25) may be a useful asia Lo idesitify new patantial
uganda for «4/31. Titis would alsa open ¡be possibility of
using diese madulatary sequencas far torapeutic purpases.
Mareaver, bocause te avidity of «4(31 fo CS-1, Hep II, and
ROl) is diffetext, bindisig Lo esch of tese sites may haya
differant cellular casisequesices. Anotar implication of te
prasasit study is taL physialogically stimulated «4/31 may
play aix impanasit role for te recruitmesit of lympitocytes aL
ing CS-í, Hap II, or/axd ROl) are produced. While diese
pasaibilities require fui-ter study, ou¡- resulta highhigitt te
rolo of«4(31 as a flexible receptorabla Lo recagnize niultiple
liganda asid suppart te impartanca of te extraceilular ma-
trix, panicularly Fn, ox lymphocyte develapmant and
fusiction.
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